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Uber katalytische Oxydationen mit Hamin.’) 
Von 
Richard Kuhn und Karl Meyer.’) 


Mit 10 Figuren im Text, 


(Aus dem Laborat. fir allgem. und analytische Chemie der Eidg. Techn. Hochschule Ziirich. ) 


(Der Redaktion zugegangen am 17. August 1929.) 
5 s 


Einleitung. 


Verbindungen, die sich durch Haimin und molekularen Sauer- 
stoff bei gewéhnlicher Temperatur oxydieren lassen, sind bisher 
nur vereinzelt bekannt gewesen, niimlich Leinél‘), Cystein*) und 
Schwefelwasserstoff.°) Kin weiteres Beispiel stellt die von uns 
aufgefundene katalytische Oxydation von Benzaldehyd dar.°) 

In dieser Abhandlung zeigen wir, daB es eine neue Gruppe 
von Himinsubstraten gibt, unter denen viele biologisch wichtige 
Vertreter erscheinen. Es handelt sich um Verbindungen, die 
eine oder mehrere Athylenbindungen enthalten. 

Unsere Versuche begannen mit der katalytischen Oxydation 
ungesiittigter Fettsiiuren, und wurden dann auf ungesittigte Sterine 
und auf Polyenfarbstoffe ausgedehnt. Die Mitteilung, die wir 
machen, ist eine vorbereitende. Wir beschreiben die Geschwindig- 
keit der O,-Aufnahme unter verschiedenen uiuBeren Bedingungen, 
ohne auf die Natur der Oxydationsprodukte und eine genauere 


kinetische Analyse einzugehen. 


1) Vorgetragen in Wien am 11. April 1929 vor der Sektion Osterreich 
des Vereins Deutscher Chemiker. 

*) Fellow of the International Education Board. 

*) M. E. Robinson, Biochem. Jl. Bd. 18, S. 225 (1924). 

4) D. C. Harrison, Biochem. Jl. Bd. 18, S. 1009 (1924); H. A. Krebs, 
Biochem. Zs. Bd. 193, 8. 347 (1928). 

5, H. A. Krebs, Biochem. Zs. Bd. 204, S. 348 (1929). 

6) R. Kuhn u. K. Meyer, Naturw. Bd. 16, S. 1028 (1928). Die ans 
fiihrliche Beschreibung der Versuche erfolgt demniichst. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CLXXXYV, 
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A. Ungesattigte Fettsauren. 

Als einfachste Substanz dieser Reihe wurde Crotonsiiure 
CH,—CH=—CH—COOH gepriift. Unter den bisher gewihlten 
Bedingungen nahm jedoch die Siure mit und ohne Hiimin 
kaum meBbare Mengen Sauerstoff auf. Die Sorbinsiiure dagegen 
CH,—CH=CH—CH=CH—COOH lieB sich durch Himin kata- 
lytisch oxydieren; sie reagiert mindestens 20 mal schneller als 
Crotonsiiure. 

Die Reaktionstrigheit der Crotonsiure beruht, wie wir an- 
nehmen, nicht darauf, daB im Molekiil nur eine Athylenbindung 
vorhanden ist, sondern auf ihrer strukturellen Eigentiimlichkeit. 
Wir haben nimlich andere einfach ungesittigte Verbindungen 
gefunden, die in Gegenwart von Himin Sauerstoff aufnehmen. 
Hierzu gehéren die Olsiiure und ihre Derivate. 

Im Molekiil der Olsiture CH,—(CH,),-—CH CH-(CH,),-COOH 
ist die Lage der Doppelbindung in der Koblenstoftkette fiir die 
Reaktionsfihigkeit nicht allein entscheidend. Ks kommt, wie 
wir gefunden haben, iiberdies noch auf den stereochemischen 
Bau an: die raumisomere Elaidinsiiure wird mindestens 50 mal 
langsamer angegriffen. Dennoch ist auch die Lage der Doppel- 
bindung in der Kohlenstoffkette von grober Bedeutung. Die 
‘t,«-Decensiure CH, —CH—(CH,',—COOH und die «,x-Undecen- 
siiure CH, =CH—(CH,), COOH waren unter gleichen Bedingungen 
vollkommen bestiindig. Man hiitte gerade von den endstiindigen 
Athylenbindungen eine besondere Reaktionsfahigkeit erwarten 
konnen. - 

Bei der Olsiiure sind auch Veriinderungen an der Carboxyl- 
gruppe von EKinfluB auf die Oxydationsgeschwindigkeit. Bei 
einem unmittelbaren Vergleich wurde Olivenél 2 mal langsamer, 
Qlsiiureiithylester 8 mal langsamer als Olsiiure angegriffen, 

Unter anderen, im Versuchsteil beschriebenen Bedingungen 
nahmen je 0,3 ccm Olsiure-iithylester, Linolsiure-methylester, 
Olivenédl und Leinél mit 0,1 mg Hiimin im Lautfe von 90 Min. 
folgende Sauerstofimengen auf: 

Olsiiure-iithylester !) €0 cmm, Olivenél 18 cmm, 

Linolsiure-methylester 870 cmm, Leinédl 1780 emm. 

Man erkennt, daB bei Zunahme der Doppelbindungen von 
1 auf 2 die Reaktionsgeschwindigkeit etwa 12 mal, beim Uber- 


'\ Hier wurde der Olsiiure-ester, da Citrat an Stelle von Phosphat- 
puffer verwendet wurde, rascher als das Olivendl oxydiert. 
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gang von 1 auf 3 Doppelbindungen anniihernd 100 mal griBer 
wird.') 

Die mit der Linolsiure isomere Stearolsiure CH,—(CH,), 
—C=C—(CH,),COOH blieb unveriindert. Die Acctylenbindung 
ist im vorliegenden Fall keineswegs 2 Doppelbindungen iiqui- 
valent, ja sie ist viel schwerer angreifbar als der entsprechende 
Athylenkérper (Olsiiure). 

Bei den Beziehungen zwischen chemischer Konstitution und 
Reaktionsfihigkeit, die hier erértert werden, ist zu_ beriick- 
sichtigen, da alle Versuche*) sich auf ein zweiphasiges System 
beziehen: Die Olsiiure, das Olivenél usw. wird mit einer wiibrigen 
Pufferlésung, die das Hamin enthiilt, geschiittelt. Dadurch treten 
zahlreiche Faktoren auf, welche die Vergleichbarkeit erschweren, 
nimlich die Verteilungsgleichgewichte von Substrat und Kata- 
lysator, die wirksamen Konzentrationen an den Grenzfliichen, 
Diffusionsgeschwindigkeiten usw. 

Nach der starken HCN-Empfindlichkeit des Himins bei der 
katalytischen Oxydation von Benzaldehyd*) und von Cystein ‘*), 
die der GréSenordnung nach der HCN-Empfindlichkeit des 
Atmungsfermentes gleichkommt, ist es autfallend, daB uns eine 
Hemmung der Oxydation von Olivenél durch Hiimin selbst mit 
n/i30-HCN nicht gelang. Dabei ist im Reaktionsgemisch das 
Himin als Cyanhiimin®) zugegen, wie der auf Zusatz des Cyanids 
erfolgende Farbumschlag von Rotbraun in Kirschrot und die 
spektroskopische Untersuchung zeigen. Unsere Beobachtungen 
stehen in Ubereinstimmung mit Angaben von M. EF. Robinson, 
der bei der Oxydation von Leiné! mit Himin + O, eine Hemmung 
durch HCN vermiBte. 

Es ist bemerkenswert, wie sehr die HUN-Empfindlichkeit 
des Hiimins von der Natur des Substrates abhiingen kann. Auf 
gewisse Substrate vermag Cyanhimin so gut wie Himin Sauer- 

1) Diese und alle anderen Zahlenvergleiche kénnen nur ein grobes 
Bild entwerfen. Sie hingen noch weit mehr als bei homogenen Himin- 
katalysen [R. Kuhn u. L. Brann, Chem. Ber, Bd. 59, S. 2370 (1926)] von 
den gewihlten Bedingungen ab. Es ist nicht méglich, das Reaktions 
vermégen verschiedener Substrate gegen Hiimin + O, durch eine einzige 
Zahl zu kennzeichnen. 

*) Ausgenommen diejenigen mit Crotonséiure und Sorbinsiure. 

8) R. Kuhn u. K. Meyer, Naturw. Bd. 16, S. 1028 (1928). 

4) H. A. Krebs, Biochem. Zs. Bd. 204, S. 322 (19297. 

5) Hoppe-Seyler, Handb. physiol. u. pathol.-chem. Analyse, 2. Autl, 
S. 167, Berlin 1865; F. Haurowitz, Diese Zs. Bd. 169, S. 235 (1927). 

13* 
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stoff zu tibertragen. Es ist demnach wenig wahrscheinlich, daB 
die Wirkung der Blausiure darauf berult, daB sie durch Reaktion 
mit dem Himin dieses fiir die Bindung von O, untauglich macht, 
wie das fiir CO beim Himoglobin zutrifft. Damit in Uber- 
einstimmung steht der Befund von O. Warburg!?), daB die HCN- 
Hemmung (Atmung von Bickerhefe) von der O,-Konzentration in 
weiten Grenzen unabhingig ist. 


B. Ergosterin. 


Nach A. Windaus uud J. Brunken?) nimmt Ergosterin bei 
Gegenwart fluorescierender Farbstoffe im Licht 1 Mol Sauerstoff 
auf und geht in ein Peroxyd iiber. Wir haben gefunden, dab 
Ergosterin, in Laurinester oder Cyclohexanol gelést, mit m/15- 
Phosphat p,, 7,6 geschiittelt, auch ohne Zusatz von Farbstoffen 
bei 37° Sauerstoff aufnimmt, Mit Citrat p,, 9 ist das Ergosterin 
gegen Sauerstoff bestiindig. Die Priifung, ob eine spezifische 
Phosphatwirkung wie bei der Oxydation von Fructose*) vorliegt, 
hat ergeben, daB auch Arseniat und Hexose-diphosphat stark 
beschleunigen. Die Reaktion in Gegenwart von Phosphat lief 
sich durch Hiimin nur wenig beschleunigen. Durch Zusatz von 
Cyanid war die Leerreaktion anfangs stark verzégert, doch 
elichen sich die Unterschiede mit zunehmender Versuchsdauer 
aus, so daB spiiter in gleichen Zeiten mit und ohne HCN an- 
nihernd gleiche O,-Mengen aufgenommen wurden. 

Ganz anders fielen die Versuche in Gegenwart von Citrat 
aus. Wurden Lisungen von Ergosterin in Cyclohexanol oder in 
Laurinester mit Citratpuffer geschiittelt, so war keine nennens- 
werte ©O,-Aufnahme festzustellen. Gab man dazu Hiimin in 
organischen Lisungsmitteln (Kssigsiiure-anbydridhiimin in Laurin- 
ester oder besonders Hiimin in Cyclohexanol), so fand rasche 
O,-Absorption statt. Dabei wird die fiir 3 Mole O, berechnete 
Sauerstoffmenge aufgenommen. Kohlendioxyd wird bei der Oxy- 
dation nicht gebildet. Mit Hiimin in 5°/,igem waBrigem Pyridin 
war die Reaktionsgeschwindigkeit geringer. Die katalytische 
Oxydation durch Essigsiiure-anhydridhimin in Laurinester wurde 


') Biochem. Zs. Bd. 189, S. 354 (1927); O, Warburg, Katalytische 
Wirkungen, Berlin 1928, 8. 255 und zwar 8. 273. 

*) Liebigs Ann. der Chem. Bd. 460, 8S. 225 (1928). 

*) O. Warburg u. M. Yabusoe, Biochem. Zs. Bd. 146, S. 380 (1924); 
O. Meyerhof u. K. Matsuoka, Biochem. Zs. Bd. 150, 8S. 1 (1924), 
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durch HCN sehr stark gehemmt. Es geniigte eine Cyanid- 
konzentration von etwa n/2000 bei einer Hiiminkonzentration von 
n/10000, um die Reaktionsgeschwindigkeit auf 50°/, herab- 
zusetzen. Das stimmt der GréBenordnung nach wiederum mit 
der HCN-Empfindlichkeit des Atmungsfermentes iiberein, wie 
beim Benzaldehyd. 

Bestrahltes Ergosterin (D-Vitamin) verhielt sich im wesent- 
lichen wie Ergosterin. 

Cholesterin, in verschiedenen Lésungsmitteln und mit ver- 
schiedenen Puffern gepriift, nahm auch mit Hiamin unter 
giinstigsten Bedingungen keinen O, aut. 


C. Polyene der Carotinreihe. 


Ks ist bekannt, daB Carotin, Lycopin und verwandte Pflanzen- 
farbstoffe beim Aufbewahren an der Luft Sauerstoff aufnehmen. 
Dabei wird nach R. Willstitter und H. H. Escher’) Kohlen- 
dioxyd gebildet. 

Wir haben gefunden, daB auch Bixin, Norbixin, Bixin- 
methylester und @-Crocetin, die im krystallisierten Zustand gegen 
Luftsauerstoff recht bestindig sind, in geeigneten Liésungsmitteln 
schon bei 20° Sauerstoff absorbieren. Es hat sich ergeben, dab 
die Autoxydation dieser Verbindungen durch Blausiure stark 
gehemmt wird, so daB sie méglicherweise auf Metallspuren be- 
ruht, die den Priparaten von der Darstellung her anhatten. Der 
KinfluB des Lésungsmittels auf die Geschwindigkeit der O,-Auf- 
nahme ist sehr bedeutend. 

Durch Himin lassen sich diese Reaktionen wesentlich kata- 
lysieren, aber nur in geeigneten Lésungsmitteln. Sehr stark ist 
z. B. die Wirkung von Himin auf Norbixin und «-Crocetin, das 
in verdiinnter Natronlauge gelést ist. In Dioxan wird Norbixin 
an sich viel rascher oxydiert als in verdiinnter Lauge. Ks ge- 
lang aber nicht, die Reaktion in Dioxan durch Hiimin zu be- 
schleunigen. Im zweiphasigen System, nimlich mit Lésungen 
der Farbstoffe in einem (zemisch von Laurinester und Acetessig- 
ester, die mit wiBrigem Pyridinhimin geschiittelt wurden, leben 
sich Bixin und Methylbixin ebenfalls katalytisch oxydieren. 

Die Reaktion zwischen Norbixin, Hiimin und Sauerstoff in 
verdiinnter Lauge wird durch kleine Cyanidmengen stark gehemmt. 


1) Diese Zs. Bd. 64, S. 47 (1910). 
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Lycopin, Xanthophyll und Physalien nehmen, in wiBrigem 
Dioxan suspendiert, rasch Sauerstoff auf. Durch Hiimin fand 
ebensowenig wie beim Norbixin in Dioxan eine Katalyse statt. 
Wir zweifeln nicht, daB nach Auffindung geeigneter Lésungs- 
mittel auch hier eine katalytische Sauerstoffiibertragung durch 
Hiimin festzustellen sein wird. 

Die vorliegenden Versuche lassen erkennen, daB die Reaktion 
zwischen den pflanzlichen Polyenfarbstoffen und Sauerstoff mit 
und ohne Hiimin nicht von der GréBenordnung ist, die man nach 
der Zahl der Doppelbindungen auf Grund der Erfahrungen in 
der Reihe Olsiure, Linolsiure, Linolensiiure etwa erwarten kénnte. 
Sie ist viel geringer. Die Ursache erblicken wir in der durch 
die Konjugation der Doppelbindungen bedingten Stabilisierung, 
die auch aus anderen chemischen Tatsachen folgt. Durch Unter- 
brechung der Konjugation, wie sie beim Ubergang der Diphenyl- 
zu den Dibenzyl-polyenen, beim Ubergang von Bixin zu Dihydro- 
bixin oder von Crocetin zu Dihydrocrocetin § stattfindet, nimmt 
nach den vorliegenden Erfahrungen die KEmpfindlichkeit gegen 
Sauerstoff ungemein zu. 


D. Zur Pflanzenatmung. 


Nach O. Warburg?), R. Emerson’) und nach L. Genevois’) 
ist bei vielen Algen und auch bei Keimlingen hoherer Pflanzen 
namentlich im Hungerzustande die Atmung gegen Blausiiure un- 
empfindlich. In Zuckerlésung tritt jedoch eine Zusatzatmung 
auf, die gleich der tierischen Atmung durch HCN gehemmt wird. 
Nachdem gefunden wurde, daB die katalytische Oxydation von 
Olivenél und Leinél durch Himin gegen HCN indifferent ist, 
liegt die Vermutung nahe, daB die Grundatmung der untersuchten 
Ptlanzenobjekte vorwiegend den Umsatz von Fetten bzw. Olen 
darstellt. Das erklirt, warum die HCN-unempfindliche Atmung 
bei alternden und hungernden Pflanzenorganen, die relativ fett- 
reich sind, besonders hervortritt. Weiterhin wird der Befund 
von L. Genevois verstaindlich, daB die Grundatmung auf die 
Girung ohne EinfluB ist, da sie nicht Kohlehydrat betrifft und 
daher in die Pasteur-Meyerhofreaktion nicht eingreift. Wenn 


') Biochem. Zs. Bd. 100, 8. 268 (1919); E. Negelein, Biochem. Zs. 
Bd. 165, S. 203 (1924). 

*) Jl. Gen. Physiol. Bd. 10, S. 469 (1927). 

5) Biochem. Zs. Bd. 191, S. 147 (1927). 
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unsere Vermutung zutrifft, so ist die Annahme eines grundsiitz- 
lichen Unterschiedes zwischen den Atmungsfermenten im ‘Tier- 
und Pflanzenreich entbehrlich. 


Nachtrag bei der Korrektur. 


Eine weitere Stiitze dieser Annahme sehen wir in einer 
jiingst erschienenen Publikation von Dixon und Elliot.’ 


Die Autoren fanden, daB die Atmung von Schnitten und 
Gewebebrei der verschiedensten tierischen Organe nur zum ‘Teil 
durch HCN gehemmt wird. Auch dort bleibt, wie bei der 
Pflanzenatmung, eine mehr oder weniger groBe Restatmung be- 
stehen. Wir glauben, daB unter Zugrundelegung unserer Befunde 
hier zwei Méglichkeiten gegeben sind: 


1. Ist die Atmung in den untersuchten Systemen eine ge- 
mischte, d. h. es wird teils Kohlehydrat, teils Fett verbrannt, 
und nur die Oxydation der Fette wird unter HCN intakt ge- 
lassen. 


2. Die normale Atmung der untersuchten Systeme ist eine 
Kohlehydratatmung und unter Cyanid tritt eine Fettatmung auf. 
Eine der beiden Modglichkeiten scheint uns in Betracht zu 
kommen, da der respiratorische Quotient nach Dixon und 
Elliot von 0,8 auf 0,64 heruntergeht. 


Die Umwandlung von gesittigten in ungesittigte Fettsiuren 
ist im Organismus sicher nachgewiesen. So fand z. B. Sasaki 
unter EK. Friedmann’), daB verfiitterte Furfurpropionsiure in 
Furfuracrylsiure tibergeht. Ebenso wird Bernsteinsiure unter 
dem Einflu8 von Muskelbrei nach H. Einbeck*) zu Fumarsiiure 


dehydriert. Diese Dehydrierungen wiren dann voraussichtlich 
keine Kisenkatalysen. 


E. Weitere Substrate. 


Die wichtigsten Brennstoffe der tierischen Zellen, die Kohle- 
hydrate, werden bei neutraler, leicht saurer und leicht alkalischer 
Reaktion von Himin -+ Sauerstoff in vitro nicht angegriffen. AuBer 
Phosphat- und Pyridinhiimin verwendeten wir auch Hiimin in 


1) Biochem. Jl. Bd. 23, S. 812 (1929). 
?) Biochem. Zs. Bd. 25, S. 272 (1910); Bd. 35, S. 40 (1911). 
5) Diese Zs. Bd. 90, 8S. 301 (1914). 
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Cyclohexanol und KEssigsiure-anhydridhimin in Laurinester, um 
im Zweiphasensystem zu arbeiten. Als Puffer diente in fast allen 
Versuchen Phosphat. Eine O,-Absorption war weder bei Glucose, 
Fructose, Hexosediphosphorsiiure noch bei «¢-Glucosan und Di- 
hexosan zu beobachten. Ebenso negativ verliefen Versuche mit 
Milchsiiure und Brenztraubensiiure. Wenn dennoch der Organis- 
mus all diese Substanzen zu oxydieren vermag, so kann man 
nach den Erfahrungen, die wir bei ungesittigten Verbindungen 
gesammelt haben, die Méglichkeit in Betracht ziehen, daB die 
Zellen in einer vorbereitenden Reaktion des eigentlichen Atmungs- 
prozesses dje Brennstoffe in ungesiittigte Verbindungen iiber- 
fiihren und sie dadurch der katalytischen Oxydation durch Hiimin 
und verwandte Kisenkomplexe zugiinglich machen. Glucose in 
stark alkalischer Lésung ist teilweise enolisiert und nimmt, wie 
seit langem bekannt ist, Sauerstoff auf. Wir haben die Reaktion 
manometrisch niher verfolgt, aber unter diesen ungiinstigen Be- 
dingungen keine Beschleunigung durch Hiaimin erzielen kénnen. 
Zahireiche Erfahrungen der Biochemie, vor allem die stereo- 
chemischen Umlagerungen, deuten darauf hin, da’ bei vielen Um- 
setzungen der Zucker in den Zellen Enole als Zwischenprodukte 
auftreten. 

Die Voraussetzung fiir die Richtigkeit dieser Annahme wire 
der Nachweis, dab sich Enole ebenso wie die anderen von uns auf- 
gefundenen ungesiittigten Verbindungen katalytisch oxydieren lassen. 
Dieser Beweis ist uns fiir eine biologisch wichtige Verbindung ge- 
lungen: die Brenztraubensiure. Die Brenztraubensiiure ist nach den 
Untersuchungen von V. Henri und Cl. Fromageot?) in alkalischer 
Lésung teilweise enolisiert: CH,—C—-COOH. Wir haben ge- 


| 
OH 


funden, daB Brenztraubensiure in alkalischer Lésung Sauerstoff 
aufnimmt, und daB unter bestimmten Bedingungen die Reaktion 
durch Hiimin beschleunigt wird. Als Spaltstiick tritt bei der 
Oxydation, wie es die Formel des Enols erwarten laBt, Oxalsiure 
auf.) DaB die Oxalsiiure nicht durch Wirkung des Alkalis allein 
entsteht, folet daraus, daB unter Stickstoff keine Spur von Oxal- 


') Bull. Soz. chim. France Bd. 37, 8S. 845 (1925); C. R. Bd. 182, S. 1411 
(1926). 

’) Auf diese physiologisch wichtige Erscheinung wird in einer in 
Kiirze erscheinenden Arbeit weiter eingegangen. 
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siure auftritt. Wir hoffen, dab sich die Zahl derartiger Bei- 
spiele noch vermehren lassen wird, und dab so CO,-liefernde 
Oxydationen mit Himin + O, bekannt werden. 


Methodik. 


Zur Messung des Q,-Verbrauchs dienten Schiittelapparaturen 
nach O. Warburg.') Es wurden zwei Arten von Reaktions- 
gefiBen verwendet: Zylindrische Formen mit seitlich angeschliffener 
Retorte von 16—18 ccm Inhalt und konische Formen mit Boden- 
einsatz und seitlicher Retorte von 20-—-23 ccm Inhalt. Letztere 
Form wurde in der Mehrzahl der Versuche angewandt, wobei der 
Kinsatz mit 0,2ccm 5°/,iger Kalilauge zur Absorption etwa ent- 
stehender Kohlensiure beschickt war. Die EKichung der Manometer 
und die Berechnung der GefiBkonstanten erfolgte in der iiblichen 
Weise. Der Absorptionskoeffizient fiir Sauerstoff in den verschie- 
denen Lésungsmitteln wurde vernachliissigt. Das Thermobarometer 
enthielt dieselbe Beschickung wie die eigentlichen ReaktionsgefiiBe, 
wobei an Stelle von Substrat- und Himinlésung die entsprechenden 
Lésungsmittel gegeben wurden. 

Mit Riicksicht auf die Zweiphasigkeit der meisten Systeme 
wurde in der Regel davon abgesehen, die Reaktion durch Zu- 
kippen von Substrat- oder Himinlisung einzuleiten. Wir haben 
vielmehr alle Komponenten vor Beginn der Messung zusammen- 
gegeben, dann die Trége mit den Manometern verbunden und 
nach Ausgleich der Temperatur, der nach 12 Minuten langem 
Schiitteln erreicht war, mit der Messung begonnen. Zur Fiillung 
des Gasraumes diente Luft oder medizinisch reiner Sauerstofi. 


Beschreibung der Versuche. 


Als Puffer wurden Citrat- und Phosphatgemisech nach 8. P. L. Séren- 
sen verwendet. Alle p,,-Angaben beziehen sich auf den Puffer allein. Die 
wirksame Wasserstoffionenkonzentration ist namentlich in den zweiphasigen 
Systemen unbekannt. 

Das Hiimin war ein aus Rinderblut gewonnenes und mit Pyridin 
Chloroform umkrystallisiertes Priiparat. Pyridinhiimin bedeutet eine Lésung 
von 50 mg Hiimin in 2,5 cem Pyridin (reinst C. A. F. Kahlbaum), die mit 
Wasser auf 50 cem verdiinnt wurde. Um klare Lisung zu erzielen, wird 


1) Uber den Stoffwechsel der Tumoren, Berlm 1926, S. 1—11; 
H. A. Krebs in C. Oppenheimer u. L. Pincussen, Methodik der Fer- 
mente, Leipzig 1929, S. 635 ff. 
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im geschlossenen GefiB noch einige Zeit auf dem Wasserbad erwiirmt. 
Das Phosphathimin war eine schon lange gealterte') 0,1 °/,ige Lésung von 
Hiimin in m/50-Na,HPO,. 


Crotonsaure und Sorbinsaure. 


1,00 g a-Crotonsiiure (C. A. F. Kahlbaum) und 1,00 g Sorbinsiure 
(Sehmelzp. 134°) wurden in je 1,5 cem Pyridin (reinst, Kahlbaum) geldst. 


Tabelle I. 


Vergleich von Croton- und Sorbinsiiure. 
I. 0,5 ccm Citrat (py 1,92) + 0,7 cem Pyridin + 0,1 eem Pyridinhimin, 
HI. 05ecem  ,, (py, 1,92) + 0,2 com » + 0,1 cem " 
+ 0,5 cem Sorbinséure in Pyridin. 
Hl. 0,5 cem 4, (py: 1,92) + 0,2 ecem Pyridin + 0,1 cem Pyridinhimin 
+ 0,5 eem Crotonsiure in Pyridin, 
IV. 05 ccm ,, (py 1,92) + 0,2 cem Pyridin + 0,1 cem 5°/,ig. Pyridin- 
wasser + 0,5 ccm Sorbinsiiure in Pyridin. 
V.0,cem 4, (py 1,92) + 0,2 eem Pyridin + 0,1cem 5°/,ig. Pyridin- 
wasser + 0,5 cem Crotonsiure in Pyridin. 
VI. 0,5 cem  ,, (py 5,97) + 0,2 cem Pyridin + 0,1 eem Pyridinhiimin 
+ 0,5 cem Sorbinsiure in Pyridin. 
VII. 0,5 cem =, —s (py 5,97) + 0,2 com Pyridin + 0,1 eem Pyridinhimin 
+ 0,5 cem Crotonsiiure in Pyridin. 


Sorbinsiure: 1,0 g + 1,5 cem Pyridin (reinst, Kahl baum). 








Crotonsiiure: 1,0 g + 1,5 cem - - % 

r | mw | m {| w ftv {ow id sve 
Zeit A= = a A o ' 2 ' a ' A i 
a | oo (See |sseiseal|seelas8 ise | 

Std. 78 } x 3 in 3 5) =~ 3s 2 How! 2 2 3s 

OO) as (228/258) 585 /839)/ 85m | 8 ee | 
a at jat+ |% - Sa |? =a. | 
6 0 24 3 9 2 26 6 : 
10 — 34 3 9 3 39 6 / 

22 0 63 t 12 4 78 8 
28 — 75 i) 14 3 98 6 i 

34 0 90 3 8 4 117 9 























Beide Siiuren wurden auch als Natriumsalze mit Citrat von p;, 9 und 
als freie Siiuren in Cyclohexanol mit Phosphat von py 7,6 gepriift. Sie 
nahmen unter diesen Bedingungen weder allein noch mit Pyridinhimin 
oder mit Hiimin in Cyclohexanol Sauerstoff auf. 


1) Uber den Einflu8 des Alterns vgil. R. Kuhn u. L. Brann, Diese 
Zs. Bd. 168, S. 27 (1927). 
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Zimtsaure-athylester, 
ein zweimal im Vakuum destilliertes Priiparat, war unter vielfach ab- 
geinderten Bedingungen gegen Hiimin + O, bestiindig. Die O,-Aufnahme 
von 0,1 cem Olivenél, in dem 0,1 mg Hiimin direkt gelést war, wurde durch 
Zusatz von 0,2 cem Zimtsiiureester um nahezu 50 °/, gehemmt. 


Olsaure. 


Die verwendete Olsiiure war von E. Merck bezogen, reinst, frei von 
Linolsiiure. Zum Abmessen wurde immer dieselbe Pipette benutzt. 0,3 cem 
wogen 0,2574 g. 


Tabelle II. 
Py-Kurve fiir die Oxydation von Olsiiure. 


Je 0,80 cem Citrat + 0,10 eem Wasser + 0,10 cem Pyridinhimin 
+ 0,30 cem Olsiiure puriss. Merck. 
Im Einsatz 0,2 eem 5°/,ige KOH. ¢= 20% Sauerstoff im Gasraum. 


























10°S 

Zeit n — a ozs is uaa iis 
(Std.) Pu 1,12 Pu 2,97 Pir 3,99 Pr 5,02 Pu 5,97 Pu 6,68 Pu 9.05 

1 25 31 41 49 87 101 86 

3 121 131 135 144 225 251 263 

3D 160 187 192 204 301 370 342 

‘ 254 263 271 285 396 434 448 

s | — i 9 Stunden 
400 ge 
J 
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Fig. 1. p,,-Abhangigkeit der Oxydation von Olsiure durch Hamin. 

Nach Fig. 1 diirfte das py-Optimum etwa zwischen 7 und 8 liegen. 
Leider ist in diesem Gebiet Citrat als Puffer nicht verwendbar. Ergianzende 
Versuche mit Phosphat wurden nicht ansgefiihrt, da dieses bei gleichem p,, 
einen stark férdernden EinfluB auf die Oxydationsgeschwindigkeit ausiibt. 

Einen Vergleich zwischen Olsiure, Elaidinsiiure und Stearolsiiure gibt 
Tab. II. Die Elaidinsiiure war aus Olsiiure mit N,O, selbst bereitet und 
aus Alkohol umkrystallisiert. Sie schmolz bei 50—51°. Die Stearolsiiure 
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war ein schon krystallisiertes Priparat von Kahlbaum, Schmelzp. 46,5°. 
Diese Séiuren wurden in die Atmungstrége eingewogen. Elaidinsiiure und 
Stearolsiure verfliissigten sich im Reaktionsgemisch bei 37° zum gréBten 
Teil. Es waren aber wihrend der Messung noch Krystalle vorhanden. 


Tabelle III. 


Olstiure, Elaidinsiiure, Stearolsiiure. 
Je 0,80 cein Phosphat p,, 7,6 + 0,30 cem Wasser + 0,10 cem Pyridinhimin 
bzw. Pyridinwasser + 0,150 g Substrat. 
Im Einsatz 0.2 ecm 5 °/,ige KOH. ¢ = 37%. Im Gasraum Q,,. 
Pyridinhiimin und Pyridinwasser wurden zugekippt, die ersten 5 Minuten 
vernachlissigt. 





Zeit Olsiiure Olsiiure | Elaidinsiure | Elaidinsiiure | Stearolsiiure 

(Std.) +- Hiimin allein + Hiimin allein + Hiimin 
30 61 2 7 3 0 

120 250 2 10 5 0 

180 359 10 15 12 i) 

240 425 14 21 13 0 

300 475 19 25 18 0 

















Nach 300 Minuten wurden in jedes Gefa8 0,50 cem absoluter Alkohol 
gegeben, wobei die noch vorhandenen Krystalle von Elaidinsiure und 
Stearolsiure in Lésung gingen. Die O,-Aufnahme ging dann in weiteren 
150 Minuten wie in obiger Tabelle weiter. 

Eine genau gleiche Versuchsreihe mit Citrat von p,, 9,0 ergab diec- 
selben Reaktionsgeschwindigkeiten, die in Tab. III angefiihrt sind. 

Fiir den Vergleich der Olsiure mit ihrem Ester und Glycerid diente 
ein iilteres Priiparat von Olsdéure-aithylester, das schwach gelb gefirbt war, 
und Olivenél E. Merck, ,,Priiparat von bestimmtem Brechungsexponenten 
ni? = 1,468". 

Tabelle IV. 
Olsiiure, Olsiiure-iithylester, Olivendl. 
0,80 cem Phosphat p,, 5,0 + 0,10 cem Wasser + 0,10 cem Pyridinhamin 
bzw. Pyridinwasser + 0,30 cem Substrat. 
Im Kinsatz 0,2 eem 5°%/,ige KOH. ¢ = 20° Im Gasraum Q,. 





Zeit Olsiiure | Olsiiure | Olsiiureester | Olsiiureester] Olivendél 

(Min.) + Hiimin allein + Himin allein + Hiimin 
120 141 3 43 19 43 
210 258 3 67 34 118 
360 337 D 85 43 169 
480 389 6 101 54 216 
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Die O,-Aufnahme des Olsiiureesters allein ist in Fig. 2 von den Haupt- 
werten in Abzug gebracht. Olivenél allein nahm keinen Sauerstoff auf. 

Pyridinhiimin ist nach Tab. V dem Phosphathiimin bei der Oxydation 
von Oliven6l iiberlegen. Aus Fig. 3 ist aber ersichtlich, dab dieser Unter- 
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Fig. 2. Vergleich von Olsdure mit Olivenél und Olsdure-Athylester. 


schied auf die Anfangsstadien der Reaktion beschriinkt ist. Nach Ablauf 
der Induktionszeit (im Versuch mit Phosphathiimin) verlaufen beide Kurven 
auniihernd parallel. Wird die im Himin vorhandene Eisenmenge als Ferri- 
chlorid angewandt, so erfolgt keine O,-Absorption. 
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Fig. 3. Katalytische Oxydation von Olivendl, 
Tabelle V. 


Vergleich von Pyridin- mit Phosphathtimin; von Pyridinhiimin 
mit Eisen(3)-chlorid. 


I. 1,00 cem Phogphat (p,, 7,0) + 0.10 cem Wasser + 0,10 cem Pyridin- 
himin + 0,10 eem Olivenél [Ph. H.%)]. 

II. 1,00 cem ” (pyr 7,0) + 0,10 eem Wasser + 0,10 ecm Phosphat- 
hiimin + 0,10 cem Olivenél (Ph. H.). 

III. 0,80 eem Citrat (p,,; 6,7) + 0,10 com Wasser + 0,10 eem Pyridinhiimin 
+ 0,30 cem Olivenédl (E. Merck). 

IV. 0,80 cem  ,, ~— (py 6,7) # 0,10 com 5 °%/,iges Pyridinwasser + 10 cem 

m/650-Eisen(3)-chlorid + 0,30 cem Olivenél (E. Merck). 


') Ph: beatin Helvet. 
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Im Einsatz je 0,20 cem 5 °),ige KOH. = 20°, Sauerstoff im Gasraum. 
Zeit Pyridin- Phosphat- Zeit Pyridin- | Kisen(3)- 
(Min.) hiimin hiimin (Std.) hiimin chlorid 

TD 47 4 l 8 0 
120 72 21 21), 37 0 
180 105 50 3*/, 60 0 
300 162 106 6 113 0) 
360 185 136 9 177 0 




















Die p,,-Kurve der Oxydation yon Olivenél (Tab. VI) ist bei An- 
wendung von Citrat der p,,;-Kurve fiir Olsiiure (Fig. 1) fihnlich. Mit Phos- 
phat von p,, 7,4 verliuft die Reaktion sehr rasch (Tab. VID. 


Tabelle VI. 
p,;-Abhiingigkeit der Olivendloxydation. 


Je 0,80 cem Citrat nach S. P. L. S6rensen + 0,10 eem Wasser + 0,10 cem 


Im Einsatz 0,20 cem 5 °/,ige KOH. 


Pyridinhimin + 0,30 ccm Olivendl (E. Merck). 


Sauerstoff im Gasraum. 





Zeit 
(Std.) 





Pip 0,02 


197 











= 2()°, 

Pip 3,97 Dp, 6,68 

11 23 

32 63 

47 88 

65 115 

247 365 

Tabelle VII. 

Oxydation von Olivendl. p,,-Kurve. 


Pu 9,05 


23 
57 
84 
116 


401 


Je 1,0 cem m/15-Phosphat + 1,0 cem Wasser + 0,1 eem Pyridinhiimin 
+ 0,2 cem Olivenél (Ek. Merck). 




















Im Ansatz 0,2 eem 5°/,ige KOH. ¢ = 20° Luft im Gasraum. 
Zeit 
; 7 5,0 ,, 6,0 i, 6.5 ix 1,4 17 8,0 
(Min.) Pir 9% Pi Pu Pui 's Pu % 
20 6 D 3 2 D 
60 30 27 16 46 19 
120 85 58 67 154 64 
180 132 152 122 251 114 
240 186 212 177 338 171 
300 232 269 229 414 231 
emulg. | emulg. 


whale 


aha ine StF 


Uber katalytische Oxydationen mit Hiimin. 207 


Bei p;, > 7 ist die Emulgierung des Olivenédls eine sehr gute. Es 
wurde versucht, den Emulgierungszustand durch Natrium-taurocholicum 
(Ek. Merck), Desoxycholsiure und Marseillaner Seife zu verbessern, um so 
die gemeinsame Phasengrenze und damit die Reaktionsgeschwindigkeit zu 
vergréBern. Es konnte jedoch nur eine Hemmung durch die genannten 
Zusiitze festgestellt werden. 


Tabelle VIII. 


Oxydation von Olivendl. Einflu8 der Emulgierung. 


I. 1,00 cem Phosphat (py 7,4) + 1,00 cem Wasser + 0,10 cem [yridin- 
himin + 0,20 ccm Olivendél (SAY.). 

If. 1,00 cem ‘ (py, 7,4) + 0,90 com Wasser + 0,10 cem Natrium- 
taurocholicum (Kk. Merck) (3 °/,ige Loésung in 
Wasser) + 0,20 ecm Olivendl. 

III. 1,00 cem + (py 7,0) + 0,10 com Wasser + 0,10 cem [Pyridin- 
himin + 0,10 cem Olivendl. 

IV. 1,00 ecm ss (py, 7,0) + 0,10 eem Desoxycholsiure (1 °/, Lisung 
in verdiinntem NaOH) + 0,10 cem Pyridinhimin 
+ 0,10 cem Olivendl. 

V. 1,00 ccm ‘ (pyr 7,0) + 0,10 com 1°/,ige Marseillaner Seife + 
0,10 cem Pyridinhimin + 0,10 cem Olivendl. 

Im Einsatz je 0,2 ccm 5°/,ige KOH. ¢ = 20° Gasraum bei I und II: 

Luft, bei III—V: Sauerstoff. 


























Zeit Zeit 

' I II é' I] lV V 
(Min.) (Min.) 

30 4 2 15 47 27 36 

60 18 D 120 12 12 o8 
120 64 22 180 105 61 84 
180 124 48 260 144 83 111 
300 243 97 360 185 108 138 

Mit steigender Phosphatkonzentration (p,, ~ 7,0) nimmt die Ge- 


schwindigkeit der Olivendloxydation durch Hiimin etwas zu. 


Tabelle IN. 


Einflu® der Pufferkonzentration. 
Phosphat von p,,; 7,0 (ccm in der Tabelle) + 0,1 cem Pyridinhéimin 
+ 0,20 cem Olivenédl mit Wasser zu 1,30 ccm. 
Im Einsatz je 0,2 ecm 5°,,ige KOH. ¢ = 20°. Im Gasraum Q,. 





Zeit 1,00 cem 0,50 ecm 0,20 cem 
(Min.) Phosphat Phosphat Phosphat 
210 182 173 168 
420 340 303 283 
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Der KintinB des O,-Druckes ist nach Fig. 4 sehr gering. Viel stirker 
ist die Abhiingigkeit von der angewandten Substratmenge (lig. 5). 
Versuche mit Zusatz von HCN ergaben unter verschiedenen Be- 
dingungen, dal die Oxydation von Olivené! durch Hiimin auffallend un- 
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Fig. 4. KinfluB des 0,-Drucks auf die Oxydation von Oliven6é! durch Pyridin-Hamin bei p 4 


. 
empfindlich ist gegen HCN. Es war auf Zusatz von HCN vielfach sogar 
eine Beschleunigung der Reaktion in den Anfangsstadien zu bemerken. Die 
HCN-Lésungen wurden hier wie fiir die spiiteren Versuche jeweils frisch 
aus KCN-Lésung mit der berechneten Menge Essigsiiure und Verdiinnen 
mit Wasser bereitet. 
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Fig. 5. EinfluB der Substrat-Konzentration bei Pry 7,0. 


Tabelle X. 
HCN-Wirkung. 

Je 0,80 cem Phosphat 7.4 + 0,10 cem Pyridinhiimin + 0,30 cem Oliven6l 

| Pu J 
(Pharm. Hely.) + 0,10 cem Wasser bzw. wii8rige Blausiiure') von der in der 
‘Tabelle angegebenen l\onzentration. 
geg 
lin Einsatz 0,2 cem 5 °/,ige KOH. ¢ = 20°. Im Gasraum Q,. 


/0 








Zeit ' ‘iia ; ; 
ae Ohne Zusatz in/10-HCN m/100-HCN | m/1000-HCN 
(Std.) 

9 362 426 330 434 
20 670 652 637 704 
37 981 883 950 984 
62°) 1390 1175 1386 1382 














') Aus HCN mit der berechneten Menge Essigsiiure bereitet. 
*) Von der 37. bis zur 42. Stunde wurde nicht geschiittelt. 
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Ohne Zusatz von HCN verblabte die Farbe des Hiimins bald. Die 
rote I'arbe des Cyanhiimins war viel bestiindiger. 

Eine Reihe von Versuchen wurde mit Olivenél der Pharm. Hely. an- 
gestellt. Bei py, 7,4 und 5,0 war das Verhiiltnis der Oxydationsgeschwin- 
digkeiten mit Hiimin 

Olivené] Merck : Olivenél Pharm. Hely. = 1,6: 1. 

Linolsiiure-methylester, 9,c-Decensiiure und «, A- Undecensiiure hatte 
uns Herr Dir. Prof. Dr. A. Griin zur Verfiigung gestellt, dem wir fiir seine 
freundliche Unterstiitzung herzlich danken. 


Tabelle XI. 
Olstiure-iithylester und Linolsiiure-methylester. 


0,80 ecm Citrat + 0,10 cem Wasser + 0,10 cem Pyridinhiimin bzw. 5°), 
Pyridin + 0,3 eem Substrat. 


Im Kinsatz 0,2 cem 5°/,ige KOH. ¢ = 37°. Im Gasraum Q,. 








Olsiiurcester Ulsiure-} J inolsiiureester Linolsiiureester 
Zeit mit Hiamin eater mit Hiimin allein 
allein 
(Min.) | : 
Pu 6,65 | Pu 9,05 Pr 6,68 | py 6,68 | pr 9,09 | py, 6,68 (Pu 9,05 
15 32 27 8 171 | 167 6 11 
45 79 75 oo 526 555 43 46 
90 103 96 43 935 1182 55 SI 
180 150 141 73 1631 2325 102 176 
800 205 194 116 2500 3955 155 306 
4R0) 282 266 180 3845 5360 287 519 














Das Lein6l war holliindischer Provenienz aus amerikanisehen Samen. 


Tabelle XII. 
Olivenél und Leindl. 
I. 0,80 cem Citrat py 6,68 + 0,10 cem Wasser + 0,10 com Pyridinhiimin 
+ 0.3 ecm QOlivendl. 
I]. Wie I., aber statt Olivendl 0,3 cem Leindl. 
Il!. 0,80 eem Citrat p;; 6,68 + 0,10 cem Wasser -}. 0,10 cem 5 °/,iges Pyri- 
din + 0,3 eem Lein6l. 
IV. 0,80 cem Citrat p,;, 6,68 + 0,10 cem 5 °/,iges Pyridin + 0,1 m/650- 
Kisen(3)-chlorid + 0,3 eem Leinol. 


Im Einsatz 0,2 cem 5°/,ige KOH. ¢= 20°. Im Gasraum Q,. 





Zeit I: Olivenéi If: Leinol Il: Leinél IV: Leinél 
(Std.) + Hiimin + Hiimin allein + FeCl, 
1 8 1030 0 0 

2'/, 37 2695 0 0 

31/, 60 3415 0 0 

6 1123 4780 | 3 

9 177 6210 2 4. 
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Die Oxydation von Olsiiure, Olivenél und Leinél durch Hiimin ist 
merkwiirdig tiefgreifend. Es werden dabei betriichtliche Mengen CO, ge- 
bildet.') Von zahlenmiBigen Angaben sehen wir vorliufig ab, weil die Lés- 
lichkeit von CQ, in diesen Substraten nach eigenen Versuchen unerwartet 


grob, aber noch nicht genau bestimmt ist. 
In langdauernden Versuchen nahmen 0,267 g Olivené] 2500—3500 emm O, 


auf, ohne dab dabei die Reaktion zum Stillstand gekommen wire. Fiir 
1 Mol O, pro Doppelbindung berechnen sich 20300 cmm. 
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Fig. 6. Vergleich von Leinol und Olivendl. 


Ergosterin. 


8 ¢ Ergosterin wurden in 66,7 cem Laurinester + 33,3 eem Chloroform | 
bei etwa 50° gelést; nach dem Einfiillen in die Atmungstriége wurde das ! 
Chloroform durch einen warmen Luftstrom verjagt. Dabei fiel Ergosterin 
aus, das aber nach Zugabe der anderen Reaktionskomponenten?’) sich im 


Laurinester bei 37° wieder liste. Diese Lisung emulgierte sich dann 


sehr gut. 
Cholesterin in Laurinester, Ergosterin und Cholesterin in Cyclohexanol 
waren 5 °/,ige, klare Lésungen. 
Der Laurinsiiure-iithylester war ein Priiparat von C. A. F. Kahlbaum. 
Die Lisungen von Hiimin und Essigsiiure-anhydridhimin in Cyclo- 
hexanol waren in der Wiirme bereitet und 0,1 °/,ig wie Pyridinhiimin. 
Essigsiiure-anhydridhiimin lieB sich in Laurinsdéureester nur in der 
Hitze lisen. Wir verwendeten die beim Erkalten entstehende feine 


Suspension. 








1) Vgl. dazu S. Coffey, Chem. Zbl. 1921, III, S. 1472. 
Das verdampfte Chloroform wurde in den Atmungstrégen durch die 
vleiche Menge Laurinester ersetzt. 
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Tabelle XIII. 


Ergosterin. 
I. 0,50 cem Citrat p;; 9 + 0,60 ecm Wasser + 0,3 cem Ergosterin in 
Cyclohexanol + 0,10 cem Pyridinhiimin. 
If. Wie I., aber statt Pyridinhiimin 0,10 cem Pyridinwasser (5°, ig). 
111. 0,50 cem Citrat p;,; 9 + 0,830 cem Wasser + 0,3 cem Ergosterin in 
Laurinester + 0,4 ecm Laurinester + 0,1 cem Allo- 
himin in Laurinester. 
IV. Wie III., aber statt 0,1 ecm Allohiimin in Laurinester 0,1 ecm 
Laurinester. 
V. 0,5 cem Citrat py, 9 + 0,6cem Wasser + 0,3cem Ergosterin in Hexanol 
+ 0,1 cem Allohimin in Laurinester. 
VI. Wie V., aber statt 0,3 eem Ergosterin in Hexanol 0,3 cem Hexanol. 
VII. Wie V., aber statt 0,1 eem Allohiimin in Laurinester 0,1 cem Laurin- 
ester. 
¢= 37°. Im Gasraum Q,. 



































Zeit , 
. I If II] \ V VI Vil 
(Min.) 
21 4 0 42 0 41 0 0 
47 9 _— 91 0 94 — — 
90 15 0 150 9 174 0 0 
120 18 — 186 14 233 -— 
150 23 — 223 20 295 — — 
180 26 0 256 25 358 Q 0) 
17000 - f —--—_-—--—... 4 Himin in Cyclohexano! 
| 
| a 
ie | 
- | 
| ra 
4” 
| A 
500 a 
i 
i ___---* Acetat-Himin in Cyelohexano!l 
S ‘A esac : 4 | 
S "al pinnae nnn Pyridin-Hamin 
Ko——< ees il Se Ie ON Ce PETE ete 
0 Sta 5 10 15 
Fig. 7. Oxydation ven Ergosterin mit verschiedenen Himinen. 


Tabelle XIV. 


HCN-Hemmung der Ergosterinoxydation. 
I. 0,50 cem Citrat p,;, 9,0 + 0,60 cem Wasser + 0,30 com Ergosterin in 
Cyclohexanol + 0,10 cem Allohiimin in, Laurinsiiureester. 
II. Wie I., aber mit 0,10 eem Laurinsiureester statt Hiimin. 
Il]. Wie I., aber mit 0,50cem Wasser + 0,10cem n/10-HCN statt 0,60 cem 


Wasser. 
14* 
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IV. Wie [., aber mit 0,50 cem Wasser + 0,10 eem n/100-HCN  statt 
0,60 cem Wasser. 
V. Wie I., aber mit 0,50 com Wasser + 0,10 ccm n/1000-HEN  statt 
0,60 com Wasser. 
VI. 0,50 cem Citrat py, 9,0 + 0,60 cem Wasser + 0,30 cem Cholesterin in 
Cyclohexanol + 0,10 eem Allohiimin in Laurinsiureester. 
VII. Wie VI., aber mit 0,10 eem Laurinsiureester statt Hiimin. 


t= 37°. Im Gasraum Q,. 


























sig I I Ii IV Vv VI VII 
(Min.) 
30 65 0 25 3 65 0 0 
60 126 ) 46 59 119 — — 
120 238 O 2 105 220 ) 0 
330 D41 5 148 241 ey 4 —- 
720 842 30 233 430 S16 0 0 


Tabelle XV. 
Qxydation von Ergosterin mit verschiedenen Himinen. 


0,50 cem Citrat py 9,0 + 0,30 cem Ergosterin in Cyclohexanol + 0,60 ecm 
Wasser + 0,10 cem Hiiminlésung. 


¢t = 37°. Im Gasraum Q,. 





Zeit Pypidinhim} Hiimin in Allohiimin in 

(Min.) ore Cyclohexanol | Cyclohexanol 
30 10 60 aD 
60 16 109 81 
190 41 316 129 
325 54 524 156 
960 139 1005 344 











Nach Tabb. XII} und XIV _ ist Ergosterin in Cyclohexanol und in 
Laurinsiiureester bei p;, 9 mit Citrat gegen O, sehr bestindig. 

Als Beispiel fiir die Oxydation, die Ergosterin bei Gegenwart von 
Phosphat (ohne Hiimin) erleidet, fiithren wir folgende Zahlen an, die zu- 
gleich das iihnliche Verhalten von bestrahltem Ergosterin veranschaulichen. 


eS < 


0,80 ccm Phosphat py 7,6 + 0,10 cem Wasser + 0,10 eem 5°),iges Pyridin 
+ 0,30 cem 4%, iges Ergosterin in Laurinester. 


Zeit (Stunden) . . . . . 1 3 6 10 

Ergosterin ...... 3i 83 248 465 cem O, 

Bestrahltes Ergosterin . . 12 103 266 551 cem O, 

Die 4°/,ige Lésung von Ergosterin in einem Gemisch von 2 Teilen 
Laurinsiiureester -+- 1 Teil Chloroform war 6 Stunden in einem Reagensglas 


<> Aina pememians 














=~ ARamepeapenians 


perpen oe 
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aus Quarz unter N, aus 30 ecm Entfernung mit einer Quecksilberdampf- 
lampe (4,2 Amp. Belastung) bestrahlt. 

1ecm der feinen Suspension wurde mit 10 cem Alkohol verdiinnt. 
Die klare Lisung war im 6,8 em-Rohr optisch inaktiv. 
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Fig. 8. HCN-Hemmung der Oxydation von Ergosterin durch Acetat-Hamin. 


Pflanzenfarbstoffe. 


Das angewandte Physalien war schén krystallisiert und schmolz bei 
96°, Fiir Versuche wurden 0,1147 g Farbstoff in 1,753 g reinem, thiophen- 
freiem Benzol gelést. Nach Tab. XVI ist die O,-Aufnahme in den an 
gsewandten organischen Lésungsmitteln sehr gering. Wurde Wasser oder 
wiBriges Pyridinhiimin zugegeben, so verlief die Reaktion noch langsamer. 


Tabelle XVI. 
Autoxydation des Physaliens. 
1,30 cem abs. Alkohol + (0,10 eem Physalien + 0,10 ccm abs. Alkohol). 
1,30 ecm Anisol + (0,10 cem Physalien + 0,10 cem Anisol). 


1,30 eem Ligroin + (0,10 cem Physalien + 0,10 cem Ligroin). 
1,30 cem Pyridin (reinst trocken) + 0,0050 g Physalien. 











¢— 20°. Im Gasraum Q,. 
Zeit Alkohol Anisol Ligroin Pyridin 
(Min.) 
60 6 D Z Q 
12: 14 10 6 ‘ 
26) 16 18 4 42 














Zu jedem Versuch wurde eine Kontrolle mit den entsprechenden 


Loésungsmitteln angesetzt. 


In der Tabelle sind die Differenzen angefiihrt. 
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In Dioxan geléstes Physalien wird bei Zusatz von Phosphatpuffer ') 
verhiltnismaBig rasch oxydiert. Durch Pyridinhiimin lieB sich unter 
diesen Bedingungen keine Katalyse erzielen. Bei lingerer Reaktionsdauer 
bewirkte das Hiimin sogar eine Hemmung. 


Tabelle XVII. i 


Physalien in Dioxan. 

0,80 cein Phosphat p,;, 7,6 + 0,10cem Pyridinhimin + 0,40 cem Physalien. 
0,80 ccm Phosphat py 7,6 + 0,10cem Pyridinwasser + 0,40 cem Physalien. 
Die Substratlésung enthielt 0,060 g Farbstoff in 4 cem Dioxan. 
Kinsatz: 0,2 cem 5°/, KOH. ¢ = 37°. Im Gasraum Q,. 





Zeit Physalien +] Physalien 

(Min.) Hiimin allein 
60 81 74 
120 155 170 
420 281 357 








Norbixin war durch Verseifen von Bixin gewonnen, das «-Crocetin 
stammte aus Gordenia, Schmelzp. 285°. Von beiden Farbstoffen wurden 
60 mg in 4 eem n/10-NaOH gelost. 


Tabelle XVIII. 


Norbixin und a-Crocetin. 


0,10 cem Wasser + 0,10 cem Pyridinwasser +'0,40 cem Norbixin. 
0,10 cem Wasser + 0,10 cem Pyridinhimin + 0,40 eem Norbixin. 
0,10 cem n/10-HCN + 0,10 eem Pyridinwasser + 0,40 cem Norbixin. 
0,10 cem n/10-HCN + 0,10 cem Pyridinhimin + 0,40 eem Norbixin. 
0,10 cem Wasser + 0,10 eem [Pyridinwasser + 0,40 cem a-Crocetin. 
0,10 cem Wasser + 0,10 cem Pyridinhimin -+ 0,40 eem «-Crocetin. 


Zu jedem Versuch iiberdies 0,70 cem Phosphat py, 7,6. ¢ = 37°. 
Im Gasraum O,. Im Einsatz 0,2 cem 5°/, KOH. 





Zeit | Norbixin] Norb. + | Norb. + | Norb. + a-Croe. | a-Croc.+ 
(Min.) allein Himin HCN /|Hiimin+HCN] allein Himin 




















30 3 17 1 1 15 34 
60 10 41 3 5 33 71 
180 36 165 8 16 106 241 
240 53 239 13 24 149 331 
370 99 394 21 42 246 481 


In Fig. 9 ist die HCN-Hemmung der Norbixinoxydation durch Himin 
nach den Versuchen der Tab. XVIII dargestellt. 





') Dabei fiillt der Farbstoff fein verteilt aus. 
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Um Bixin (Schmelzp. 198°) und Methylbixin (Schmelzp. 164°) zu ver- 
gleichen, lésten wir je 100 mg in einem Gemisch von 2 cem Laurinsiure- 
ester + 5cem Acetessigester. Beim Schiitteln mit Phosphatpuffer wurde 
Sauerstoff aufgenommen, Pyridinhiimin bewirkte eine deutliche, aber nicht 
besonders starke Beschleunigung. 





200 1 rT i o Norbixin + H&amin 


300 


200 |- if 


Norbixin 





n 
Norbixin + —— HCN 
130 














~ oO St mn _—-—- 0 
et amie Coat: + Tae 4 BON 
Ot eee 9 O— j 130 

Oo min CO 200 390 


Fig. 9. Hemmung der Oxydation von Norbixin durch HCN. 


Tabelle XIX. 
Bixin und Bixin-methylester. 


0,10 eem Pyridinwasser + 0,30 cem Bixin + 0,10 cem Wasser. 
0,10 cem Pyridinhiimin + 0,30 cem Bixin + 0,10 com Wassev. 
0,10 cem Pyridinwasser + 0,30 ccm  Bixin-methylester + 0,10 com Wasser. 
0,10 cem Pyridinhimin + 0,30 cem Bixin-methylester + 0,10 cem Wasser. 
0,10 cem Pyridinhimin + 0,30 ceem Laurin-acetessigester + 0,10 com Wasser. 


In jedem Versuch iiberdies 0,80 ecm Phosphat py 7,6. ¢ = 37°. 
Im Gasraum O,. Im Einsatz 0,2 cem 5°/, KOH. 








Zeit Bixin Bixin + B- Ester B-Ester + Laurin 
(Min.) allein Hiimin allein Hiimin acetessigester 
30 10 27 16 22 10 
60 13 4] 21 38 11 
120 25 70 50 i6 20 
190 38 99 8d 139 2% 
318 61 144 166 246 46 

















Wie die letzten Spalten von Tab. XIX zeigen, wird Acetessigester 
Vermutlich tritt nur die Enolform in 


in Gegenwart von Himin oxydiert. 


Reaktion. Ohne Himin wird kein Sauerstoff aufgenommen. 


Den bedeutenden LKiafluB des Lésungsmittels, der immer wieder beob- 
achtet wurde, lassen die Versuche der Tab. XX erkennen. 


In verdiinnter 
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Natronlauge wird die O,-Aufsahme des Norbixins durch Pyridinhiimin 
um etwa 300°), beschleunigt. In Dioxan nimmt Norbixin allein etwa 
siebenmal rascher Sauerstoff auf und Pyridinhimin bewirkt starke Hemmung. 


Tabelle XX. 


Norbixin in Natronlange und in Dioxan. 

0,80 cem Phosphat p,, 7,6 + 0,10 cem Pyridinwasser + 0,40 cem Nor- 
bixin in NaOH. 

0,80 cem Phosphat p,, 7,6 + 0,10 com Pyridinhimin + 0,40 cem Nor- 
bixin in NaOH. 

0,80 ccm Phosphat p,, 7,6 + 0,10 com Pyridinwasser + 0,40 cem Nor- 
bixin in Dioxan. 

0,80 cem Phosphat p,, 7,6 + 0,10 cem Pyridinhiimin + 0,40 ccm Nor- 
bixin in Dioxan. 

0,80 cem Phosphat p,; 7,6 + 0,10 cem l’yridinhiimin + 0,40 cem Dioxan. 

Im Einsatz 0,2 eem 5°/, KOH. ¢ = 37°. Im Gasraum Q,. 

















Zeit Norbixin in NaOH Dioxan + Norbixin in Dioxan 
(Min.) allein mit Hiimin Hiimin allein mit’ Haimin 
60 18 32 D 123 126 
120 os 86 10 241 228 
180 51 156 i) 365 288 
245 67 231 20 524 335 
360 109d 370 26 698 398 
~---p---— x Lycopin allein 
fi 
/ “ Lycopin + Hamin 
ROY} ; { 
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Fig. 10. Lyeopin und Bixin-methylester in Dioxan. 


Dem Rockefeller Education Board driicken wir unseren auf- 
richtigen Dank aus fir die Fellowship, die dem einen von uns 
gewihrt wurde. 
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Beitrag zum Verlauf und zur Prognose der durch Uberdosierung 
von Vitamin-D-Liésungen erzeugten Krankheit. 


Von 
Th. v. Brand und Fr. Holtz. 
Mit 13 Figuren im Text und auf Tafel [11]. 


(Ausgefiihrt mit Mitteln der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft.) 


(Aus der Biochemischen Abteilung des chemischen Laboratoriums Gottingen 
und dem physiologischen Institut Erlangen. ) 


(Der Redaktion zugegangen am 31. August 1924.) 


Wahrend das Gemisch von chemischen Verbindungen, das 
durch Ultraviolettbestrahlung von Ergosterin entsteht, in 'l'ages- 
gaben von 0,05 bis 1 Gamma (je nach Herstellung des Priipa- 
rates) den Ausbruch der experimentellen Rattenrachitis sicher 
verhindern kann, fiihren 'Tagesgaben, die etwa das zehntausend- 
fache der prophylaktisch wirksamen Dosis darstellen, zu Krank- 
heitserscheinungen, die vielfach als Hypervitaminose 1) bezeichnet 
werden (Kreitmair-Moll, Holtz-v. Brand, Heubner und 
Schiller, Hiickel, Schmidtmann).!) Es ist bisher nicht ge- 
lungen, ein antirachitisch wirksames Ergosterinbestrahlungs- 
produkt herzustellen, das bei Uberdosierung nicht diese toxische 
Wirkung zeigt; es ist vielmehr ein weitgehender Parallelismus 
zwischen antirachitischer und toxischer Wirksamkeit der ver- 
schiedensten Vitamin-D-Priiparate von zahlreichen Autoren nach- 
gewiesen worden (Harris, Scheunert, Heubner-Holtz).2) Man 
kann somit vermuten, dab fiir antirachitische und toxische Effekte 
ein und dieselbe cheimische Verbindung, niimlich das bisher noch 
nicht chemisch rein dargestellte Vitamin D, als Ursache anzu- 
sprechen ist. 

Ausgewachsene Tiere sind nach unseren Befunden empfind- 
licher gegen Uberdosierung als junge, noch wachsende Tiere, was 
auch Schmidtmann feststellte. Hierin diirfte, neben der ver- 
schiedenen Wertigkeit der verwandten Priiparate, eine Erklirung 
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fir Unstimmigkeiten in den Angaben der verschiedenen Autoren 
zu finden sein. Ebenso wie Schmidtmann fanden wir ferner, 
daB subcutane Zufuhr groBer Dosen von Ergosterinbestrahlungs- 
produkten ganz wesentlich geringer toxisch wirken kann als die 
perorale Gabe. 

Die Hypervitaminose D iuBert sich in typischen Fallen in 
einer starken Verkalkung der verschiedensten Organe und in 
einem Ansteigen des Serum Ca™- und PO,”’-Spiegels (Hess)*) 
sowie Gewichtsverlust. _ 

Wir fiihrten unsere Uberdosierungsversuche mit bestrahltem 
Ergosterin in erster Linie an Ratten aus: einerseits wiinschten 
wir zur Bestimmung der antirachitischen und toxischen Wirkung 
das gleiche Tier zu benutzen, andererseits treten gerade bei der 
Ratte (im Gegensatz zum Kaninchen und zur Maus) spontan 
praktisch niemals stirkere Organverkalkungen auf. _ 

Um die Zusammenhinge zwischen Vitamin-D-Uberdosierung 
und Krankheitssymptomen der MHypervitaminose aufzudecken, 
andererseits aber auch, um sicherer die toxische Wirkung ver- 
schiedener, durch Bestrahlung gewonnener Vitamin-D-Priparate 
beurteilen zu k6énnen, untersuchten wir zunichst Krankheits- 
verlauf und Prognose der ,,Hypervitaminose D*«. 

Wir verwandten zu den in dieser Arbeit geschilderten Ex- 
perimenten ausschlieBlich eine einzige 10°/,ige Lésung von Ergo- 
sterinbestrahlungsprodukten in Sesam6l. Die antirachitische Wir- 
kung dieses Praiparates wurde prophylaktisch im Rattenversuch 
gepriift (Tab. 1). Die Tagesgabe von 0,5 Gamma dieses Pripa- 
rates stellt die prophylaktisch sicher wirksame Grenzdosiseinheit 
dieses Priiparates dar. Wir verabfolgten unseren ausgewachsenen 
Ratten Tagesgaben von 40000 dieser Grenzdosiseinheiten (= 20 mg). 


Tabelle 1. 
Priifungsergebnis der verwandten 10°/,igen Lésung von Ergosterinbestrah- 
lungsprodukten auf antirachitische Wirksamkeit. 





Antirachitisch-prophylaktische Wirksamkeit 


Tagesdosis pro Ratte 
der Tagesgaben, gepriift an je 10 Ratten 


in Gewichtsmenge der 
gelésten Substanzen + wirksam, Ratte gesund — Ratte rachitisch 


0 y = Kontrollen -—-— - « ee 
0,1 7 + + 3 
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Wir lassen hier zunichst auBer acht die T'atsache, dab bei 
vergleichenden Uberdosierungsversuchen  selbstverstiindlich das 
Kérpergewicht oder besser der Oberfliichenfaktor in Rechnung 
gesetzt werden mub. Das Gewicht unserer ausgewachsenen 
Ratten schwankte zwischen 180 und 350 g; trotzdem nun alle 
Tiere die absolut gleiche Tagesgabe der Vitaminlésung erhielten, 
lieB sich keineswegs ein Zusammenhang zwischen K6rpergewicht 
und Schwere der Erkrankung feststellen. Wir miissen somit an- 
nehmen, daB die individuelle Kmpfindlichkeit gegen Vitamin-D- 
Uberdosierung bei der Ratte recht schwankend ist. 

Die fiir diese Versuche verwandten Ratten waren siimtlich 
unter gleichen Bedingungen aufgezogen und wurden ausschlieBlich 
mit folgender Diit ernihrt: 


es «s+ « « « ShE 
Weizenschrot . . . . 30¢ 
Gelatine. . . . . . 10¢ 
Pferdefleisch, mager . 60¢ 
Salzgemisch . . . . 5¢ 
Hefe, trocken. . . . Og 


auBerdem zum Nagen beliebige Mengen von Maiskérnern. Bis 
zum Beginn der Versuchsperiode wurden die Tiere im Freien in 
sroBen Ausliufen gehalten, in denen sie auch im Winter ver- 
bheben. Die Tiere hirten sich hierbei ausgezeichnet ab und 
sind bedeutend widerstandsfihiger als die Zimmertiere. 

Das Krankheitsbild der Hypervitaminose [I entwickelte sich 
bei unseren ausgewachsenen Ratten wihrend der ersten Woche 
nach Beginn der Uberdosierung iiuBerst rasch; im Verlauf der 
folgenden Wochen nahmen die Erscheinungen zwar noch langsam 
zu, ohne daB sich aber wesentlich neue Symptome einstellten. 
Der geschwichte Organismus wird aber in dieser Periode sehr 
leicht von Sekundirkrankheiten befallen (z. B. Pneumonien), die 
zum Teil Todesursache werden kénnen. 

Als Beleg teilen wir einen unserer diesbeziiglichen Versuche 
mit. Wir geben bei Zahlenangaben zum Teil nur Mittelwerte 
bekannt, da unsere Kinzelbefunde sich nie wesentlich vom Mittel- 
wert unterscheiden. 

120 ausgewachsene Ratten wurden in Glaskiifigen untergebracht. Alle 
Tiere erhielten zuniichst tiglich mit der Pipette 0,2 cem Sesamél. Die 
Vorperiode wurde abgebrochen, sobald das Gewicht der Tiere konstant 
war. Die Tiere wurden jetzt, bei Versuchsbeginn, in folgende Gruppen 
geteilt: 
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A. Kontrollen, erhielten tiiglich 0,2 cem Sesam6él. Getétet nach 10 
und 39 Tagen. 

B. Tiere erhielten tiglich wihrend 4 Tagen 40000 Vitamin-D-Ein- 
heiten (0,2 cem Vitaminlésung 10°), an Ergosterinstrahlungspro- 
dukten = 20 mg). Getétet am 5. Tage. 

C. Tiere erhielten tiglich wihrend 9 Tagen 40000-D-Einheiten. Ge- 
tétet am 10. Tage. 

D. Tiere erhielten tiiglich wihrend 37 Tagen 40000-D-Einheiten. Ge- 
tétet am 38. Tage. 

K. Tiere erhielten zuniichst wie Gruppe C wiihrend 9 Tagen tiiglich 
40000-D-Einheiten; ab 10. Tage weitere 27 Tage ohne Vitamin- 
zulage, nur tiglich 0,2 cem Sesamdl. Getédtet 38 Tage nach Ver- 
suchsbeginn. 

Von siimtlichen Tieren wurden Gewichtskurven angelegt und nach 
der Tétung histologische Praparate (Cossafiirbung auf Ca‘) von Niere (mit 
Nebenniere), Magenwand, Lunge, Herz und Aorta angefertigt. Ferner 
wurde der Gehalt des Serums an siiureléslichem Phosphor und an durch 
Oxalat fiillbarem Calcium bestimmt. 

Die Gewichtskurve der iiberdosierten Ratten (Fig. 1) fiel, oft 
nach einem leichten Anstieg innerhalb der ersten 4 Tage, un- 
unterbrochen langsam ab; es wurden Gewichtsverluste bis zu 40°/, 
des Ausgangsgewichtes innerhalb von 5 Wochen _beobachtet. 
Wird die Uberdosierung unterbrochen (Gruppe E), so beginnt das 
(sewicht der Tiere sofort kontinuierlich zu steigen. 

Von den Kontrolltieren starb wihrend des Versuches kein 
Exemplar. Die Sterblichkeit der iiberdosierten Tiere betrug in 
den ersten 12 Tagen nach Beginn der Uberdosierung 12 °/,, 
zwischen 13. und 24, Tage 31°/, und zwischen 25. und 36. Tage 
50°/, der jeweils vorhandenen Ratten. Von den Tieren der 
Gruppe E starb wihrend der Rekonvaleszenzzeit, also nach 
Unterbrechung der Vitaminzufuhr, kein einziges. Mit wachsender 
Dauer der Uberdosierung (Gruppe D) nahmen die makroskopisch 
wahrnehmbaren Krankheitssymptome stiindig zu: Das Fell der 
kranken Tiere wurde meist struppig, trocken. Vielfach zeigten 
Tiere Bewegungen wie bei der Paralysis agitans; die Bewegungs- 
fihigkeit war weitgehend herabgesetzt, und es stellten sich atak- 
tische Stérungen ein. Die Autopsie der spontan gestorbenen wie 
auch der nach 88 Tagen getéteten Tiere ergab oft Entziindungs- 
prozesse innerer Organe, z. B. vereiterte Lungen, Die Nieren 
waren vielfach grobB, hydropisch aussehend; Kapsel leicht ab- 
ziehbar; Obertliiche glatt. Das Gewebe war auf dem Querschnitt 
glatt. Die histologische Untersuchung solcher Nieren ergab dann 
das Bild einer Nephrose wie bei Schwermetallvergiftung: Tubuli 
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durchweg stark erweitert, teilweise Nekrosen in den Kaniilchen, 
Kpithelien abgeplattet. 

Die Uberdosierung mit bestrahltem Ergosterin fithrt zu einer 
Vermehrung der Calciumionen sowie des siiureléslichen Phosphors 
im Serum. Der Anstieg erfolgt nicht plétzlich, etwa wie der 
Glykoseanstieg nach Adrenalinzufuhr, sondern langsam_ konti- 
nuierlich wahrend vieler ‘age und Wochen (Tab. 2). Es liegt 
daher der Gedanke nahe, daB die Uberdosierung nicht direkt 
auf den Calcium—Phosphatspiegel im Serum durch Mobilisierung 
von Depots einwirkt, sondern da’ Hypercalziimie und Hyper- 
phosphatiimie als sekundire Erscheinungen irgendwelcher durch 
die Uberdosierung gestirter Zellfunktionen aufzufassen sind. — 
Hierfiir spricht ferner der weitgehend proportionale Anstieg von 
Calcium und Phosphor. Wihrend bei der Rachitis der Quotient 
der Konzentrationen Ca:P im Serum gegeniiber dem Normal- 
wert wesentlich vergréBert ist (bis zu 3 bis 4), bleibt der Quotient 
Ca:P bei der Rattenhypervitaminose D fast unverindert (gleich 
etwa 1,2, Tab. 2). 

Tabelle 2. 


Siiureléslicher Phosphor und Caiciumionen im Rattenserum 
unter Wirkung der Uberdosierung. 











Gehalt des Serums 
Gruppe _ ya" /P 
Ca” P 
Mm TROON. wt lt th me 9,8 8,3 1,3 
B. Nach 4tiigiger Uberdosierung. .— . 11,8 9,8 1,2 
©. » 9tigiger “s eo 14,5 9.9 1 
D. » oi tigiger ‘s eee 16,9 13,1 PF 
E. », 2itigiger Rekonvaleszenz . . 12,4 W5 1,3 


Dies steht im Widerspruch mit den Angaben von Hlarris, der eine 
Verkleinerung des Quotienten Ca:P fand. Harris arbeitete aber mit aus- 
gewachsenen Kaninchen und jungen Ratten und bestimmte den anorgani- 
schen Phosphor im Gesamtblut, wiihrend wir ausschlieBlich den Gehalt des 
Serums an siureléslichemn (Trichloressigsiiure) Phosphor feststellten und 
sich unsere Analysen nur auf ausgewachsene Tiere beziehen. 

Wird die Uberdosierung eingestellt, so zeigen die betreffenden 
Tiere (Gruppe KE) noch nach 4 Wochen einen erhéhten Calcium- 
und Phosphatspiegel im Serum (Tab. 2). Das langsame Ansteigen 
des Serumkalkes unter Wirkung des bestrahlten Ergosterins und 
andererseits das langsame Abfallen nach Unterbrechung der 
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Vitaminzufuhr zeigen Kurven des Serum—Calciumgehaltes von 
Hunden, denen tiglich 400000 Vitamin-D-Einheiten (= 2 ccm der 
10°/,igen dligen Lésung) per os zugefiihrt wurden (Fig. 2), Auf- 
fallig ist die fast regelmaBig beobachtete Erscheinung, daB der 
Calciumspiegel im Serum nach dem Abfall ein gegeniiber der 
Norm wesentlich erhéhtes Niveau lange Zeit véllig konstant inne 
halt. Es lassen sich hierfiir zwei Erklirungen finden: die mehr- 
tiigige Uberdosierung hat die Reizschwelle eines Organes ver- 
schoben, dem die Regulierung des Calciumspiegels im Serum 
obliegt; oder aber: die wirksame Substanz der Vitaminlésung ist 
inzwischen in Depots, vielleicht in Fettdriisen, gespeichert und 
flieBt jetzt in véllig konstantem Strom aus diesen Depots ab. — 
Ks ist moéglich, daB groBe Mengen der toxischen Substanz ge- 
speichert werden und so auch nach Aussetzen der Uberdosierung 
weiterhin ihre schidliche Wirkung ausiiben. Es ist bekannt, daB 
das Vitamin D gespeichert werden kann (Holtz in Mercks 
Jahresberichten 1926). Fiir Speicherung der toxischen Substanz 
spricht auch der Umstand, daB einmalige perorale Gabe groBer 
Mengen bestrahlten Ergosterins weitgehend gleiche toxische Wir- 
kung hat, wie Zufuhr einer etwa gleichen Gesamtmenge in kleinen 
Tagesgaben (Fig. 3, Gruppe Ff). Zeigen in diesen Versuchen ein- 
zelne Tiere nicht in der gewohnten Weise den Ausbruch schwerer 
Krankheitssymptome, besonders auch den rapiden Gewichts- 
verlust, so glauben wir als Grund hierfiir nicht besonders hohe 
Resistenz der betreffenden Individuen, sondern vielmehr schlechte 
Resorption der toxischen Substanz durch die Darmwand verant- 
wortlich machen zu miissen. — Es ist aber auch denkbar, dag 
sich die Zellen nur langsam von den Uberdosierungsschiidigungen 
erholen, also regenerieren und somit auch die Sekundirsymptome 
der Zellschiidigung: hohe Calcium- und Phosphorwerte im Serum, 
erst langsam abklingen. 

Bei Untersuchung unserer histologischen Priaparate zeigte es 
sich, daB in den verschiedenen Organen ein fortlaufender Ver- 
kalkungsprozeB stattfindet. Die Verkalkungsstirke variiert bei 
den einzelnen Individuen, je nach der verschiedenen Behandlung, 
aber auch bei der gleichen Behandlung, also infolge verschiedener 
Kimpfinglichkeit. Wir unterscheiden an jedem Organ vier ver- 
schiedene Verkalkungsstufen. Selbstverstiindlich sind die Uber- 
giinge zwischen den einzelnen Stufen flieBende. Bei einem groBen 
Material, wie es das unsere war, gelingt es meist ohne Schwierig- 
keit, jedes Priiparat einer bestimmten Gruppe zuzuordnen. 
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Gewichtskurven iiberdosierter Ratten (Mittelwerie.) Dunkle Fliche = Gebiet der 
Uberdosierung. 

Fig. 12. Durchschnittsgewichte ausgewachsener Ratten unter dem EinfluB tiglicher subcutaner 

Vitamin-D-Zufuhr, 


tugtich 20cm Vigantol 
100 per os 


Fig.2. Ca‘'-Gehalt im Serum eines Hundes, der wihrend 8 Tagen taglich 400000 Vitamin-D- 
Einheiten per os erhielt, 
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Fig. 13. Gewichtskurven Oberdosierter, junger Ratten und der zugehérigen Kontrollen 
(Mittelwerte). 
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Histologische Befunde an Rattenorganen. 


Niere. Der Beginn der Verkalkung macht sich im Mark geltend; 
es finden sich im Lumen der Harnkaniilchen Kalkkonkremente, die 
sich zu mehr oder minder kompakten Zylindern zusammenschlieBen. 
Oft liBt sich an diesen noch ihr Aufbau aus unzihligen runden 
Kalkkonkrementen erkennen. Die Rinde ist zunichst noch vollig 
kalkfrei. Das erste Auftreten von Kalk in der Rinde ist an die 
Tubuli contorti gebunden, und zwar lagert sich der Kalk zunichst 
in Form feiner Granula an den Basalteilen der Zylinderzellen 
ab. Der lumenwirts gelegene Teil der Zellen erscheint zu diesem 
Zeitpunkt noch voéllig normal. Die Kalkeinlagerungen werden 
nun rasch massiver, grobkérniger, ergreifen auch die Basal- 
membran und bald erscheint der ganze Kanal wie von einem 
dicken Kalkpanzer umgeben (Fig. 4 und 5). Die Verkalkung be- 
schriinkt sich auch in schweren Fiillen ausnahmslos auf die Basis 
der Zellen, die Ablagerungen greifen nur selten lumenwirts iiber 
die Region der Kerne hinaus. Gleichzeitig nimmt die Bildung 
der Kalkzylinder stark zu; sie kénnen, wie aus Fig. 6 hervor- 
geht, auBerordentlich zahlreich und lang werden, so daB die 
Kanilchen auf weite Strecken hin mit kompakten Kalkmassen 
verstopft erscheinen. Es wird hierdurch eine Harnstauung ein- 
treten, die ihrerseits eine Aufweitung der gewundenen Harn- 
kaniilchen erzeugt. Die Glomeruli sind lange Zeit am Prozeb 
unbeteiligt, ja sic kénnen selbst in schweren Fallen durchaus 
normal erscheinen. Relativ oft wird jedoch zunichst, wie wir 
das bereits friiher beobachtet hatten, das iuBere Blatt der 
Kapsel von der Verkalkung ergriffen. In selteneren Fiillen greift 
der ProzeB auf das innere Blatt iiber und gelegentlich kommt es 
selbst im GefiBkniuel zu einer mehr oder minder massiven 
Kalkablagerung. Die iibrigen NierengefiiBe sind lange Zeit vollig 
normal; bei sehr schwerer Erkrankung werden aber auch sie in 
wechseludem AusmaB befallen. Der HauptprozeB spielt sich aber 
in der Rattenniere ohne Zweifel an den Harnkanilchen ab. 

Der Auffassung von Selye*), daB sich der ProzeB bei der Ratte fast 
aussehlieBlieh im Stroma der Nierenrinde bis einschlieBlich der Membrana 
propria abspielt (nur in einem Falle leichtester Befall der Tubuli!), kénnen 
wir nicht zustimmen. — Es liegen bei der Ratte die Verhiltnisse etwas 
anders als beim Kaninchen, einmal spielen beim Kaninchen GefaBverkal- 
kungen auch in der Niere die Hauptrolle, und dann lagert sich der Kalk 
in den befallenen Kanilehen besonders in den dem Lumen zugewandten 


Teilen der Zellen ab (Hiiekel und Wenzel). Dagegen iihneln unsere Be- 
der menschlichen Vitamin-D-Niere, die von Put- 


funde in gewissem Mabe 
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schar beschrieben wurde. Er fand ausgedehnte Verkalkungen, welche die 

Epithelien, Basalmembranen und das Zwischengewebe zusammen oder ge- 

trennt betrafen. Glomeruli und NierengefiBe waren vollig kalkfrei. Der 

HauptprozeB spielt sich offenbar an der Rindenmarkgrenze ab. Dies ist bei 

schwiicher befallenen Rattennieren gelegentlich auch der Fall, meist jedoch, 

in starken Fiillen immer, findet die Hauptkalkablagerung bei der Ratte 
ausgesprochen in der Rinde statt. Der Befund kann hier so ausgesprochen 
werden, daB man auf einem Schnitt durch die ganze Niere nur vereinzelt 
unverkalkte Kanilchen findet. Die von Putschar beschriebene Niere ist 

im Vergleich zu unseren experimentell erzeugten Vergiftungen relativ schwach 

befallen. Wie wir uns an liebenswiirdig zur Ansicht iiberlassenen Priipa- 

raten iiberzeugen konnten, wiire sie im Vergleich zu den Rattennieren der 
gleich zu beschreibenden Stufe 2 etwa zuzuordnen. — Ahnlich wie bei der 

Ratte scheinen die Kalkablagerungen auch in der Niere von Katzen vor 

allem die Epithelien der Harnkanilchen und die Basalmembranen zu _be- 

treffen (Schmidtmann). 
Bei der Niere unterscheiden wir die folgenden Verkalkungs- 
stufen. 
Stufe 1: Kalkablagerungen nur im Mark. 

, 2: Kalkablagerungen im Mark und vereinzelt auch in der 
Rinde. 

. 3: Kalkablagerungen im Mark. In jedem oder an- 
nihernd jedem Gesichtsfeld der Rinde miBige Kalk- 
ablagerungen. 

» 4: Kalkablagerungen im Mark und starke bis sehr starke 
in der Rinde. 


Nebenniere. Kreitmair und Moll gaben an, dab bei 
Vigantoliiberdosierung die Nebennieren hiaufig mit Kalkherden 
durchsetzt seien. In unserer friiheren Untersuchung mit wach- 
senden Ratten haben wir diesen Befund nicht bestitigen kénnen. 
Auch bei unseren neuen Kontrollserien mit jungen Tieren 
waren die Nebennieren immer unverkalkt. Bei unseren Haupt- 
versuchen mit erwachsenen Ratten dagegen fand sich gelegentlich 
Kalk im Nebennierenmark, wihrend die Rinde durchaus kalkfrei 
war. Der Kalk fand sich in Form kleinerer und gréBerer runder 
Konkremente, die sich gelegentlich zu Haufen zusammenballen 
konnten, in die Zellen eingelagert. Verschiedene Verkalkungs- 
stufen lassen sich an der Nebenniere nicht unterscheiden. Auch 
Selye findet Kalk im Nebennierenmark, einmal auch in der 
tinde. 

Magen. Dieser erwies sich in unseren Verstchen als ziem- 
lich empfindlich. Der ProzeB beginnt hier mit einer Kinlagerung 
von Kalkkérnchen in das Bindegewebe der Schleimhaut zwischen 
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den Driisenzellen. Auch diese selbst werden bei etwas stirkerer 

Erkrankung befallen. Die Kalkablagerungen finden sich bej 

einem auf die Magenwand senkrechten Schnitt gewéhnlich unge- 

fihr in der Mitte der Driisenschliuche, wihrend die d4uBeren und 
inneren Anteile meist frei sind (Fig. 7). Bei diesen Stadien der 
beginnenden Kalkeinlagerung sind die Muskulatur und die Ge- 
faBe noch frei. Beim Weitergehen des Prozesses findet sich 

Kalk zuniichst oft in der Submucosa, wobei in erster Linie die 

elastischen Fasern befallen werden und immer in den GefiBen 

der Magenwand. Erst nach den GefiBen werden die verschie- 
denen Schichten der Muskularis befallen. Der Kalkniederschlag 
kann recht stark werden und zu massiven, fast die ganze Dicke 

(auf Querschnitten) der Muskelschichten durchsetzenden Ablage- 

rungen fiihren (Fig. 8). Es finden sich sowohl die Muskelfasern 

selbst, wie auch die in den Muskelschichten verlaufenden elasti- 
schen Fibrillen verkalkt. Hervorgehoben sei, daB die Ablagerung 
in der Submucosa selbst bei sehr starkem Befall der iibrigen 

Schichten nicht konstant ist. Es kommt keineswegs regelmibig 

zu der von Selye als fiir die Ratte charakteristisch beschriebenen 

Dreistreifung des Magens (Kalkablagerung in der Mucosa, Sub- 

mucosa und Muskularis). Die von uns gefundene Reihenfolge 

des Befalles erscheint von Interesse, da beim Kaninchen die 

Verhiltnisse offenbar etwas anders gelagert sind. Hier findet 

nimlich die Kalkablagerung zunachst in den Arterienwandungen 

statt und nur, wenn neben Vitamin [ cholsaures Natrium ver- 
fiittert wird, findet nach Schmidtmann die Ablagerung zunichst 
in der Schleimhaut statt. 

Die am Rattenmagen zu unterscheidenden Verkalkungs- 
stufen sind: 

Stufe 1: Einzelne Kalkniederschlige im driisigen Anteil der 
Schleimhaut. GefiBe der Magenwand und Muskulatur 
héchstens Spuren von Kalk. 

, 2: Stirkere Kalkablagerungen im driisigen Anteil. Ge- 
fibe und Muskulatur wie oben. 

3: Kalkablagerungen im driisigen Anteil sowie an den 
MagengefiBen, In der Muskulatur hichstens spuren- 
weise Kalk. 

, 4: Starke Kalkablagerungen im driisigen Anteil, den 
MagengefiBen und Muskulatur. 

Lunge. Der Kalkbefall der Lunge kann verschiedene Ge- 

websbestandteile befallen. Zuniicht finden sich Falle, und dies 
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scheint die Regel zu sein, in denen der ProzeB an den elastischen 
Fasern beginnt, wie dies auch Schmidtmann fand. Diese sind 
zunichst in kleinen Teilen der Lunge verkalkt, spiter dehnt sich 
der ProzeB weiter aus. Die Fasern erscheinen in manchen Fiillen 
von feinen Kalkkérnchen bedeckt, in anderen sind sie massiv 
verkalkt. Dieser isolierte Befall von elastischen Fasern kann 
groBe Dimensionen annehmen (Fig. 9). Daneben findet sich aber 
auch ohne Zweifel eine Ablagerung von feinen Kalkkérnchen 
in den Alveolarwandungen. Es gibt Fille, in denen ausschlieblich 
oder vorwiegend die elastischen Fasern befallen werden, in anderen 
tritt die Kinlagerung in die Alveolarzellen mehr in den Vorder- 
grund. Bei linger dauernder Fiitterung kann es zu sehr mas- 
siven Ablagerungen in weiten Lungenabschnitten kommen. Ferner 
fanden wir, analog den Beobachtungen von Schmidtmann, eine 
Verkalkung der bBronchialknorpel; doch war diese in unseren 
Fallen nicht allzu haufig und kam zudem, wenn auch nicht so 
hiiufig, wie bei den iiberdosierten Tieren auch bei den Kontroll- 
ratten vor. Endlich fand sich in vereiterten ‘eilen der Lunge 
im Inneren der EKiterherde, wo zahlreiche zerfallene Leukocyten 
sich befanden, eine feinkérnige, aus runden Konkrementen be- 
stehende Kalkablagerung. Die Aste der Arteria pulmonalis sind 
am ProzeB lange Zeit unbeteiligt, erst nach langer Fiitterung 
und bei schwerer Erkrankung findet sich die gewohnte Kalk- 
einlagerung in der Media der Arterien. Sie war aber bei keinem 
unserer Fille sehr hochgradig. 

Zu unterscheidende Verkalkungsstufen: 

Stufe 1: Auf den ganzen Schnitt nur wenige und schwache 
Kalkablagerungen. 

. 2: Geringe, aber massivere Kalkablagerungen. 

, 3: Starke und zahlreiche Kalkablagerungen. 

, 4: Ausgedehnte Partien der Lunge zeigen massive Kalk- 

ablagerungen. 

Herz. In der Mehrzahl der Fille waren analog unseren 
friiheren Versuchen an jungen Tieren auch bei den ausgewachsenen 
nur die Coronararterien befallen. In Fiillen aber, in denen die 
Tiere besonders empfindlich waren, fanden sich nun auch Kalk- 
ablagerungen im Herzmuskel selbst. Hs waren immer kleinere 
oder gréBere Komplexe von Muskelfasern befallen, die sich ge- 
wohnlich in der Nihe eines gréferen Coronararterienstammes 
befanden (Fig. 10). Kine besondere Bevorzugung irgendeines 


Herzabschnittes war nicht festzustellen. Das Gewebe in der un- 
15* 
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mittelbaren Umgebung der befallenen Stellen war durchaus normal. 

Wir unterscheiden am Herzen die folgenden Verkalkungsstufen: 

Stufe 1: Einzelne Coronararterien nur auf einem Teil ihres 
(Juerschnittes verkalkt. 

, 2: Einzelne Coronararterien auf ihrem ganzen Quer- 

schnitt verkalkt. 

.. 3: Die Mehrzahl aller Coronararterien oder alle verkalkt. 
4: Coronararterien alle oder fast simtlich verkalkt, so- 

wie stiirkere oder schwiichere Kalkablagerungen in der 
Herzmuskulatur. 

Aorta. Bei lange dauernder Fiitterung mit bestrahltem 
Krgosterin erwies sich die Aorta erwachsener Tiere als wesentlich 
empfindlicher als die wachsender Ratten. Wir hatten friher ge- 
funden, da& die Aorta bei letzteren, wenn iiberhaupt, nur auf 
einem Teil ihres Querschnittes verkalkt war und dann nur auf 
kurzen Abschnitten. Bei dem groBen uns nun zur Verfigung 
stehenden Material konnten wir, wenn auch erst nach bedeutend 
stiirkerer Uberdosierung, dieselben Veriinderungen bis zu massiver 
Kalkplattenbildung und Verwandlung der Aorta in ein starres 
Rohr finden, wie sie Wenzel beim Kaninchen beschreibt. Ein 
Kingehen auf Kinzelheiten eriibrigt sich deshalb. Die von uns 
an der Aorta unterschiedenen Verkalkungsstufen sind die fol- 
genden: 

Stufe 1: Einzelne Fibrillen der Media zeigen kérnige Kalk- 
elnlagerungen. 
Kinzelne Fibrillen voéllig verkalkt. 
: Zahlreiche Fibrillen véllig verkalkt. 

, 4: Massive Kalkplatten in der Aorta. 

Mit Hilfe der im vorstehenden gegebenen Gruppeneinteilung 
ist es moéglich, an unserem gesamten Sektionsmaterial das Fort- 
schreiten sowie die Riickbildung des Verkalkungsprozesses an den 
verschiedenen Organen zu studieren. Aus den in Tab. 3 und 
Hig. 11 zusammengestellten Befunden ergibt sich folgendes Bild 
vom Verlauf und Prognose des Verkalkungsprozesses an den ein- 
zelnen Organen: 

Die Niere erwies sich gegen Uberdosierung als das empfind- 
lichste Organ. Bereits nach 4 tiigiger Zufuhr (Gruppe B) von 
insgesaint etwa 160000 Einheiten zeigten bereits 75 °/, der unter- 
suchten Nieren Kalkeinlagerungen; der Ca’-Gehalt des Serums 
war in diesem Zeitraum erst von 9,8 auf 11,8 mg-°/, gestiegen. 
‘Tiere, die nach 9 tigiger Uherdosierung eine Rekonvaleszenzzeit 
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von 27 Tagen durchmachten (Gruppe E) und in dieser gute Ge- 
wichtszunahme zeigten, lieBen zwei Entwicklungsméglichkeiten der 
manifesten Nierenhypervitaminose erkennen: Ein Teil der Nieren 
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Fig. 3, EinfluB ein- und mehrmaliger Uberdosierung von bestrahltem Ergosterin auf die 
Gewichtskurve einzelner Ratten. 

Gruppe F:; Einmalige Gabe von 400000 Vitamin-D-Einheiten (= 2 ccin unserer 10°/, éligen 
Losung) durch Magenschiauch. 

Gruppe G: Einmalige subcutane Injektion von 2 ccm Sesamol (Kontrollen). 

Gruppe H: Einmalige subcutane Gabe von 400000 Vitamin-D-Einheiten (= 2ccm unserer 
10° 9 Oligen Loésung). 

Gruppe C: Tiere erhielten taiglich per os 40000 Einheiten; innerhalb von 7 Tagen (Versuchs- 
dauer der Gruppe F) somit 280000 Einheiten. 
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Fig. 11. Kurvenmabige Darstellung des Verkalkungszustandes einzelner Organe in den ver- 

schiedenen Uberdosierungsversuchsreihen. Abszisse: Starke der Verkalkung in Verkalkungs- 

stufen. Ordinate: Hdufigkeit der Verkalkungsstufe, in Prozenten der gesamten untersuchten 
Falle der betreffenden Serie. 


und zwar diejenigen der leichten Verkalkungsstufen 1 und 2, 


wurde wieder vollig kalkfrei, oder doch wesentlich kalkarmer, 
wihrend bei bereits vorhandener stirkerer Schidigung diese sich 
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Tabelle 3. 





Die Verkalkung der verschiedenen Organe zu verschiedenen Zeitpunkten 
»Hypervitaminose“ der Ratten. Prozentuale Verteilung auf die ver- 


der 


schiedenen Verkalkungsstufen. 





Verkalkungsstufen 
0 1 2 3 


Gruppe A Kontrollen 


a a a ee 12 28 0 0 
Nebenniere, Magen, Lunge, Herz, 
Aorta Lea tat we 100 0 0 0 


Gruppe B nach 4tagiger Uberdosierung 


oe + 4 tk we *® oe we & * 25 26 33 16 
Nebenniere ........ 100 0 0 0 
DN 4 Gs ke ee ee we 8 59 8 16 8 
Lunge 50 25 9 16 
MRS a is te +s oe 8 ws 83 0 8 9 
a ae a 82 0 9 9 





Gruppe C nach 9tigiger Uberdosierung 


Niere. Se sk ewe SR 0 14 41 45 
Nebenniere ........ 86 14 0 oO 
es ke KK Fe oe! eo * 19 15 19 19 
a ea, a 30 26 23 | 17 
es «sk ee eo ae ee 8 30 26 17 | 10 
OM sk won & we ee wm es 36 | 27 is | 5 





Gruppe D nach 37 tigiger Uberdosierung 


ee se ek es ee 0 0 18 10 
Nebenniere . .... .. . 87 13 0 0 
Ps kk’ +e we wo ow Hw 10 0 20 20 
re + + Kk eke «© Re w 10 18 18 36 
Ps “ula a ke ke + 18 36 10 18 
Aorta ys wee & §& x’ 2 0 22 11 0 





0 


0 


0 
50 
18 
18 
67 


Gruppe E nach 9tigiger Uberdosierung (wie Gruppe C) und an- 


schlieBend 27 tigiger Rekonvaleszenz 


es 4b ek eS ee we Oe eR 11 16 32 21 
Nebenniere ....... . 95 5 0 0 
Magen 45 35 5 10 
Lunge <4 , 70 20 5 0 
Pe. cs. a ve ek ee a 75 10 5 10 
Aorta 85 10 0 5 
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nicht zuriickbildete, sondern vorwiirts schritt. — Die Kalk- 
einlagerungen in die Nebenniere sind nach unseren gesamten 
Beobachtungen stets auBerst geringfiigig. — Magen und Lunge, 


ferner Herz und Aorta ihneln sich in ihrer Reaktionsstiirke. 
Wir beobachteten, daB auch bei diesen Organen sich bereits 
nach 4 tiigiger Uberdosierung in 20—50 °/, der Fille zum Teil 
recht starke Verkalkungen nachweisen lassen, besonders an Lunge 
und Magen. Diese Verkalkungen scheinen aber simtlich weit- 
gehend reversibel zu sein. Der VerkalkungsprozeB im Herzen 
und Lunge nimmt zunichst sehr rasch, spiiterhin langsam zu, 
so daB wir auch nach 37 tigiger Uberdosierung noch zahlreiche 
unverkalkte oder nur leicht verkalkte Herzen finden. Dagegen 
beobachten wir an Magen und Aorta mit wachsender Dauer der 
Uberdosierungszeit eine erhebliche prozentuale Zunahme der Fille 
mit schwerster Sklerosierung. 

Es ist nach unseren Befunden ein wesentlicher Riickgang 
selbst schwerer Organverkalkungen mit Sicherheit als méglich 
erwiesen. Ob bei einer langer dauernden Vitaminfiitterung die 
Stérungen in allen Organen vollig irreversibel werden, erscheint 
uns nach unseren Befunden sehr zweifelhaft, besonders auch, 
wenn wir an die bekannte groBe Regenerationsfihigkeit der ver- 
schiedenen Epithelien denken. In leichteren Fillen von Ver- 
kalkung scheint der Kalk nur lose im Gewebe fixiert zu sein, 
ohne daB eine wesentliche Zellschidigung erfolgt, so daB auch 
eine Herauslésung wihrend der Rekonvaleszenz leicht vonstatten 
gehen wird. Selye, der keine naheren Angaben iiber die Fiitte- 
rungsdauer seiner Tiere macht (nach seinen Ausfiihrungen kann 
man aber schlieBen, daB sie linger war als in unseren Versuchen), 
sah 1 Monat nach dem Aufhéren mit der Vitaminfiitterung keine 
Riickbildung der Verkalkung. 


Die Zufuhr von bestrahltem Ergosterin auf subcutanem Wege 
fiihrt zu qualitativ gleichen, quantitativ aber wesentlich schwiicher 
ausgebildeten Erscheinungen als die enterale Gabe. Es wurden 
einer Serie ausgewachsener Tiere an jedem 'l'age (),2 ccm unserer 
10 °/, igen Lésung == 40000 Vitamin-D-Kinheiten subcutan injiziert, 
wihrend den Kontrolltieren taglich 0,2 com Sesamél subcutan 
zugefiihrt wurden. Die Injektionsstelle wurde tiglich gewechselt. 
Die Gewichtskurven der Tiere wurden durch die Injektionen 
relativ wenig beeinfluBt (Fig. 12). Verkalkungen fanden sich nach 
der Tétung am 13. Tage nach Beginn der Uberdosierung in der 
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Niere in 70°/, der Fille, jedoch stets nur leichten Grades 
(Stufe 1 und 2) im Gegensatz zu Tieren, denen wihrend 9 Tagen 
tiiglich die gleiche Menge der gleichen Loésung peroral zugefiihrt 
wurde (Gruppe C). In Magen und Lunge sahen wir nur einmal 
eine Verkalkung leichtesten Grades (1); die iibrigen Organe waren 
stets kalkfrei. Das Ergosterinbestrahlungsprodukt wird nach 
unserer Ansicht nur sehr langsam aus seinem subcutanen Depot 
abtransportiert und seine toxische Wirkung wird abgeschwiicht 
durch das zwar langfristige, aber auch stark gedrosselte KinflieBen 
in das intermediire Stoffwechselgetriebe. 

In der Gegend der Injektionsstelle fanden sich lokale Kalk- 
einlagerungen in das Bindegewebe neben reichlichen Leukocyten. 
Das Ergosterinbestrahlungsprodukt kann also scheinbar direkt 
selbst die Verkalkung der Gewebe bewirken. Somit brauchen 
die Verkalkungen nicht als Folge des hohen Calciumspiegels im 
Serum aufgefabt zu werden. Hiermit stimmt iiberein, dab Harris?) 
nach Uberdosierung Verkalkungen in der Niere beobachtete, ohne 
daB zuvor der Calciumgehalt im Serum angestiegen war. 

Die relative Harmlosigkeit der subcutanen Vitamingabe ergibt 
auch die Fig. 3, die die Wirkung einer 1 maligen groBen Gabe 
von 400000 Einheiten auf die Gewichtskurve der Ratten zeigt; 
die délige Liésung wurde der einen Versuchsserie (Gruppe F) 
durch den Magenschlauch zugefiihrt, wihrend der anderen Serie 
(Gruppe H) die gleiche Vitaminmenge subcutan injiziert wurde. 
Die Nieren der injizierten Tiere zeigten nach 7 Tagen nur leichteste 
Kalkeinlagerungen (Stufe 1). Es erscheint somit aussichtsreich, 
die Wirkung 1 maliger subcutaner Vitamin-D-Zufuhr griindlich zu 
erforschen, um sie gegebenenfalls in der menschlichen und auch 
tierischen Rachitisprophylaxe und -therapie verwenden zu kénnen. 

Wihrend wir zu den beschriebenen Versuchen ausschlieBlich 
ausgewachsene Ratten benutzten, hatten wir unsere ersten Ver- 
suche, iiber die friiher berichtet wurde, an jungen, wachsenden 
Tieren durchgefiihrt, da ja auch das Anwendungsgebiet des 
Vitamin D in erster Linie der wachsende Organismus ist. Die 
Unterschiede unserer jetzigen Befunde gegeniiber denen unserer 
friiheren Versuche sind auf Verschiedenheit der Reaktionsweise 
wachsender und erwachsener Ratten zuriickzufihren. Zur Kon- 
trolle fiihrten wir neuerdings einer Serie von Ratten im Alter 
von 6 Wochen wihrend 387 ‘Tagen tiiglich 0,1 ccm unserer 
10°/, igen Lésung = 20000 Vitamin-D-Einheiten zu. Die Tiere 
im Gewicht von 40—50 g erhielten also die halbe Tagesgabe der 
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iiber 4mal schwereren, ausgewachsenen Tiere. Im Gegensatz zu 
den ausgewachsenen Tieren nahmen die jungen Ratten unter der 
Kinwirkung der Uberdosierung gut an Gewicht zu, ja iiberfliigelten 
im Wachstum sogar die Kontrolltiere (Fig. 13). Diese Steigerung 
der Gewichtszunahme durch Vitamin-D-Zufuhr abt sich auch mit 
kleinen, nicht toxischen Vitamindosen erzeugen.®) Die Nieren 
der jungen tiberdosierten Tiere zeigten in 80°/, der Fille schwache 
Verkalkungen (Stufe 1 und 2), wahrend 20°/, der Fille vollig 
kalkfrei waren. Vergleichen wir diese Zahlen mit denen der 
ausgewachsenen Tiere der Gruppe D (73 °/, der Nieren schwerste 
Verkalkungen Stufe 4), so wird die auBerordentliche Verschieden- 
heit in der Empfindlichkeit des wachsenden und des ausgewaclisenen 
Organismus gegen Uberdosierung besonders deutlich. 
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Erklarung zu Tafel III. 


Fig. 4. Niere einer 37 Tage lang tiberdosierten Ratte. Kalkfirbung nach Kossa, Horax- 
carmin, 10m. Kalk an der Basis der Tubuluszelien sowie den Basalmembranen. Vergr. 275. 
Fig. 5. Niere einer Tage lang tiberdosierten Ratte. Kalkfarbung nach Kossa, Borax- 
carmin, 10 4. Kalkeinlagerungen in den basalen ‘Tcilen der Tubuluszellen. Vergr. 400. 
Fig. 6, Niere einer 57 Tage lang tiberdosierten Ratte. Kalkfirbung nach Kossa, Borax- 
carmin, 10 «~. Ausgedehnte Kalkzylinderbildung. Vergr. 18. 

Fig.7. Magenwand einer ‘) Tage lang dberdosierten Ratte. Kalkfiirbung nach Kossa, Borax- 
carmin, 10 ~. Kalkablagerungen nur in der Scbhleimhaut. Submucosa, Gefibe und Muskei- 
schichten kalkfrei. Vergr. 28. 

Fig.8 Magenwand einer 37 Tage lang tiberdosierten Ratte. Kalkfarbung nach Kossa, Borax- 
carmin, 10 uw. Kalk in der Schleimhaut, den GefaBwduden und in der Muscularis. Submucosa 
fast kalkfrei. Vergr. 2s. 

Fig.'. Lunge einer 4 Tage lang iiberdosierten Ratte. Kalkfarbumg nach Kossa, Borax- 
carmin, 104. Ausgedehnte Verkalkungen der elastischen Fasern. Vergr. 275. 

Fig. 10. Herz einer 9 Tage lang Oberdosierten Ratte. Kalkfarbung nach Kossa, Borax- 
carmin, 10 «4. Verkalkung der CoronargefaBe und Kalkablagerungen in der Muskulatur, Vergr. 1s. 
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Bemerkungen zur Arbeit von R. Klement 
Uber die Zusammensetzung der Knochenstiitzsubstanz.“ 
Von 
Th. Gassmann., 


(Ziirich-Vevey. ) 
(Der Redaktion zugegangen am °), Oktober 1929.) 


In einer Arbeit!) ,,Die Zusammensetzung der Knochenstiitzsubstanz‘ 
hat R. Klement die von A. Werner fiir den Hauptbestandteil der Knochen 
aufgestellte Forme! 

34 
: ico, 


J 


>Ca 

‘OPO%Ca 
die ich durch zahlreiche etwa 130 Analysen”) von Knochen und von Zihnen, 
die vor und nach Aufstellung obiger Formel durchgefiihrt wurden, haupt- 
siichlich aber durch den Nachweis dieser Verbindung héherer Ordnung 
in genannten Geweben voll und ganz stiitzen konnte, abgelehnt. 

Wie aus meinen Ergebnissen ersichtlich ist, ist die den Hauptbestand- 
teil der Knochen und Zihne bildende Verbindung 


-(OPO%Ca ] 
cas >Ca ; CO3 


> 
‘ 


OPO*Ca\: 
cw. 


. 
. 
. 


OPO’Ca 


in Kisessig, selbst bei liingerem Erhitzen nicht léslich; Calciumearbonat 
CaCO® ist in Eisessig glatt léslich, folglich mu8 der kohlensaure Kalk im 
Knochen und in den Ziihnen in einer Form vorkommen, die diese Eigen- 
schaft und Widerstandsfihigkeit zum Ausdruck bringt und das ist eben 
durch die Wernersche Apatit-Formel in vollendeter Weise geschehen. 
Nach R. Klement soll der Knochen in der Hauptsache aus 3 Ca,(PQ,),. 
Ca(OH), nebst Beimengung von CaCO® bestehen. Wiirde ein soleches Gemisch 
mit Eisessig erhitzt, dann wiirde unfehlbar CaCO® gelést werden, was aber 
eben angesichts der wirklich im Knochen bestehenden 
- [OPO%a\ 
loa | >Ca CO’ Verbindung 
“\OPO°%Ca, 





nicht statt hat. 


1) Diese Zs. Bd. 184, Heft 1—4 (1929). 
2) Diese Zs. Bd. 55, Heft 6 (1908); ebenda Bd. 63, Heft 5 (1909); 


ebenda Bd. 70, Heft 2 u. 3 (1910). 
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Wird nach meinem Verfahren '), das leider R. Klement nicht iiberpriift 
hat, das aus dem Knochen oder aus den Zibnen herausgeschiilte 


_(OPO%a\ 9 
Cac | >Ca_ |3/CO® 
| OPO*Ca/ 





mit Bariumchlorid erhitzt, dann wird das negative Radikal CO*® durch Cl? 
ersetzt, wobei leicht festzustellen ist, dab in der so entstandenen, konstitu- 
tionell gleichen Chlorverbindung 


OPO"Ca\3 
Cag | Ca lc 
\OPO%Ca) 








mit Wasser kein Chlor ausgewaschen werden kann. 
Der Knochen enthilt etwa 61°/,, die Ziihne etwa 74°), dieser Verbin- 
dung héherer Ordnung, die in selber Umfangmenge wiederum in 


Car 


>Ca 
OPO%Ca 


Cl? 





58h, 








iibergefiihrt werden kann. 

Wiirde das gleiche Experiment mit einem Knochen, der nach den 
Angaben von R. Klement in der Hauptsache aus 3 Ca,(PO,),.Ca(OH), 
und CaCo® besteht, durechgefiihrt, dann wiirde lésliches Calciumehlorid und 
niemals eine dem 3Ca,(PO,),.Ca(OH), analoge Chlorverbindung sich bilden. 

Uber die Verbindung 


z [ OPO*%Ca 
ce ~>Ca ‘|co" bzw. 
| | OPO°Ca/ 





© (OPO*Ca\ - 
Ca” | >Ca } jon 
OPO*Ca 


habe ich in dieser Zeitschrift?) 3 Analysen publiziert, die nach chemischen 
Begriffen geniigen und nicht nur eine, wie R. Klement behauptet. 

Uberhaupt ist es auffallend, daB R. Klement meine kiinst- 
liche Darstellung’) des 








| Ca 


Cay | ‘|co" 
\OPO*Ca; 


vollkommen verschweigt, da doch gerade die Synthese ciner 
Verbindung ihre Existensfihigkeit im héchsten Grade verbiirgt. 

Nachdem ich durch vorstehende Erliuterungen die Unhaltbarkeit der 
Klementschen Formel 3Ca,(PO,),.Ca(OH), + CaCO® dargetan habe, geniigt 
es, nur noch mit einigen Worten den von R. Klement eingeschlagenen 


1) Diese Zs. Bd. 83, Heft 6 (1913); Bd. 90, Heft 3 (1914). 
”) Diese Zs. Bd. 83, Heft 6 (1913); Bd. 90, Heft 3 (1914). 
*) Diese Zs. Bd. 178, Heft 1—3 (1928). 
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Analysengang, der grundverschieden von dem meinen’) ist, einer Beurteilung 
zu unterziehen. 

Bedenklich ist fiir mich, daB R. Klement den Wassergehalt im 
Knochen nicht bestimmt, der doch in diesem Gewebe eine wichtige Rolle 
spielt und jedenfalls zur Zusammensetzung der Knochenstiitzsubstanz 
gehort. Noch unbegreiflicher ist mir aber, wie folgende Analysen zeigen, 
daB z. B. die Analyse iiber Kalk, trotzdem R. Klement den Wassergehalt 
der Knochen giinzlich unberiicksichtigt libt, bei diesem Forscher mit den 
ieinigen iibereinstimmt. 

Rh. Klement erhilt ohne Trocknen der Knochensubstanz . . 24,12°/, Ca; 
Th. Gassmann erhilt durch Troecknen der Knochensubstanz 

bei 110—120° bis zur Konstanz . . . . . . . 11,67°/, HO 

11,45°/, HO 

Th, Gassmann erhilt bei der so getrockneten Substanz . . 24,48°/, Ca 

24,31°/, Ca 

Ohne auf diese Zahlen niher einzugehen, ist die Annahme sehr nahe- 
liegend, daB die Klementschen Analysen der Sicherheit entbehren. 

Restlose Verbrennung der organischen Substanz der Knochen ist zudem. 
ohne dal} die Substanz vorher getrocknet wird, nur mit gréBten Schwierig- 
keiten und ansechliebende Analysen kaum fehlerfrei durchzufihren. 

Kine Verteilung der Kohlensiure auf Natrium, Kalium und Magnesium, 
deren Bestehen R. Klement gar nicht beweisen kann, scheint mir etwas 
sonderbar, ja willkiirlich, da auch ein solcher Verbindungstypus der Kohlen- 
siiure in keinem Lehrbuch der Physiologischen Chemie vorgemerkt ist. Auch 
die Art und Weise, wie R. Klement mittels Aufschlimmen mit Leitungs- 
wasser die Analyse behandelt, driingt mir die Frage auf, ob hierbei nicht 
wichtige Bestandteile des Knochens fiir die Analyse verloren gehen. Ich 
erwihne beispielsweise nur das hochbedeutsame Lecithin®), das R. Klement 
var nicht bemerkt hat. Fiir die medizinische Chemie d.h. fiir die Erforschung 
von Knochenkrankheiten wie Rachitis, Osteomalazie usw. ist jedenfalls das 
k. Klementsche Verfahren nicht brauchbar. 

Sehr fraglich ist es auch, ob mit einer Verbindung 3 Ca,(PO,),.Ca(OH), 
KiweiBkomponenten bzw. Aminosiuren zwecks kiinstlicher Darstellung von 
Knochensubstanz verkettet werden kénnen, was bei der Verbindung 


J jOPO*Ca 3) 
oad | >Ca iCO3 
\OPO%Ca) | 


. 
. 


L 


zutrifft, woriiber ich demniichst berichten werde. 


1 Th. Gassmann, Leitfaden fiir die Analyse der Knochen und 


Ziihne (1926); K. 1. Wyb. 
* Th. Gassmann, Leitfaden fiir die chemische Analyse von Knochen 


und Ziihnen. 
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Entgegnung zu den Bemerkungen Th. Gassmanns, 
die Zusammensetzunge der Knochenstiitzsubstanz betreffend. 


Von 


R. Klement. 


(Der Redaktion zugegangen am 22. Oktober 1929.) 


Die von Werner aus theoretischen Uberlegungen aufgestellten Formeln 
fiir die Verbindungen der Apatitgruppe sind bisher durch keinen Struktur- 
beweis erhirtet worden.') Uberfiihrung eines Salzes in ein entsprechendes 
anderes ist noch kein Beweis fiir die Struktur des komplexen Ions. Fiir den 
vorliegenden Fall ist von besonderer Wichtigkeit, daB Orthophosphorsiiure 
nur sehr wenig zur Komplexbildung neigt.’) 

Ich habe daher mit voller Uberlegung die Formel fiir das basische 
Jaleiumphosphat 3Ca,(PO,),-Ca(OH), nicht als Komplexformel geschrieben. 
kis ist aber diuBerst leicht ersichtlich, dal diese Verbindung sozusagen die 
.Apatit-Base“ darstellt, aus der durch Neutralisation mit Siiuren die ent- 
sprechenden Apatitverbindungen entstehen kénnen. Somit kénnte auch aus 
3 Ca,(PO,4),+Ca(OH), beim Schmelzen mit Bariumehlorid sehr wohl 3 Ca,(PQ,), - 
CaCl, entstehen. Diese Umwandlungsversuche sind nicht ausgefiihrt worden, 
weil hieraus, wie gesagt, kein biindiger SchluB auf die Struktur des Salzes 
zu ziehen ist. 

Die Gassmannschen Versuche*) als Synthese der Knochensubstanz 
anzusprechen, erscheint mir durchaus unbegriindet. Unter den angegebenen 
Versuchsbedingungen kann nur ein Gemenge von CaCQ,, Ca(OH), und 
Ja,(PO,), entstehen. 

In wasserfreiem Eisessig ist Calciumcarbonat praktisch un- 
léslich. Caleiumearbonat zeigt also entgegen der Gassmannschen Be 
hauptung kein unterschiedliches Verhalten gegeniiber dem Phosphat des 
Knochens. 

Gassmann verwendet fiir seine Versuche stets durch Gliihen gewonnene 
Knochenstiitzsubstanz. Beim Gliihen der Knochen entweicht aber aus den 
darin vorhandenen Carbonaten naturgemiB CO,. Gassmanns Analysen- 
werte‘) zeigen das Verhiiltnis Ca: PO,: CO, = 1:0,58: 0,08 (0,09), wiihrend 
die von mir nach dem Gabrielschen Verfahren gewonnene Knochenstiitz- 
substanz das Verhiiltnis Ca: PO,: CO; = 1:0,57:0,11 ergibt in Uberein 
stimmung mit dem in frischen Knochen gefundenen Verhiiltnis. Die von 
Gassmann benutzte Knochenstiitzsubstanz ist also gar nicht die urspriingliche, 
da diese nur nach dem Gabrielschen Verfahren gewonnen werden kann. 

An keiner Stelle meiner Arbeit findet sich eine Angabe iiber Auf 
schlimmen der Analysensubstanz mit Leitungswasser. Ich kann mir die 
betr. AuBerung Gassmanns nur so erkliiren, dab er Leitfiihigkeits wasser 


') Werner-Pfeiffer, Nevere Anschauungen usw.,, 5, Aufl, (1923), 8.210, 
*) R. Klement, Z. anorg. u. allg. Chem. Bd. 156, S. 237 (1926). 

*) Diese Zs. Bd. 178, S. 62 (1928). 

*}; Diese Zs. Bd. 70, S. 166 (1910). 
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mit Leitungswasser verwechselt. Auch sind bei diesen Versuchen die 
in Lésung gegangenen Anteile analysiert worden, nicht der Riickstand. 

Bei diesen Lésungsversuchen sind Natrium, Kalium und Magnesium 
bei der ersten Loésung stets in gréBerer Menge gefunden worden, desgl., 
CO,” (vgl. Tab. 1 meiner Arbeit) Auch Gassmann hat diese Metalle im 
Knochen festgestellt. Notgedrungen muB8 ein Anion daran gebunden sein, 
HCO,’ findet sich im Serum, also ist die Annahme von Alkalibicarbonat in 
der Knochensubstanz nicht willkiirlich. 

Das Lecithin ist fiir eine Betrachtung der anorganischen Substanz 
des Knochens ganz unwichtig. 

Ich halte nach dem Gesagten die von mir fiir den Haupt- 
bestandteil des Knochens aufgestellte Formel 3Ca,(PO,),-Ca(OH), 
in vollem Umfange aufrecht. 

Durch im Gang befindliche Versuche soll die Bildung von basischem 
Calciumphosphat unter den Bedingungen des Kérpers weiter verfolgt werden. 
Ferner sind Versuche zur Aufkliirung der Apatit-Konstitution mit Hilfe 
physikalisch-chemischer Methoden im Gang. 








Uber den EinfluB von dauernden Kontraktionen auf den Gehalt 
von Tauben- und Kaninchenmuskeln an Phosphorverbindungen. 


Von 


D. Ferdmann. 


(Aus dem Ukrainischen Biochemischen Institut zu Charkow.) 


(Der Redaktion zugegangen am 20. September 1928.) 


Gsegenwirtig ist das Vorhandensein solcher Verbindungen wie 
Q-Phosphorsiiure, Pyro-, Kreatin-, Hexosemono- und Adenosin- 
phosphorsiure in den Muskeln erwiesen. Es liegen jetzt Verfahren 
zur direkten Bestimmung dieser Substanzen vor und dadurch ist 
die Méglichkeit gegeben, Untersuchungen anzustellen, die der 
kKlirung der Rolle dieser Substanzen in der Dynamik der Muskel- 
kontraktion dienen kénnten. 

Unsere Untersuchungen wurden unternommen, um den KinfluB 
langdauernder Muskelkontraktionen auf den Gehalt der Muskeln 
an H,PO,, H,P,O,, an Kreatinphosphor- und Hexosephosphorsiiure 
zu kliren. 

1. Methodik. 


Die Versuche wurden an Tauben und Kaninchen angestellt. Die lang- 
dauernden Muskelkontraktionen wurden bei Tauben durch Injektion von je 
0,7 mg Strychninum nitricum (in Form einer 0,1°/,igen Lésung) in den 
M. pectoralis erzielt. Dabei traten nach Verlauf einiger Minuten iuBerst 
starke und anhaltende Kriimpfe ein. Die ‘Tiere wurden wihrend der 
Kriimpfe getotet. 

Bei den Kaninchen wurde starke Muskeltitigkeit, in den einen Fiillen 
durch Strychnininjektionen, in anderen durch unmittelbare Reizung des 
M. biceps fem. durch Induktionsstrom hervorgerufen. 

Strychnin wurde subkutan dreimal zu einzelnen Portionen eingefiihrt 
1.Mal: 0,7 mg; 45 Minuten darauf noch 0,4mg und nach weiteren 30 Minuten 
(nach der zweiten Injektion) noch 0,3 mg. Solche Injektionen riefen bei den 
Kaninchen Kriimpfe hervor. Wiihrend der Kriimpfe wurden die Tiere getitet. 

Kine direkte Reizung des M. biceps fem. wurde folgendermaben er- 
zielt: die Haut der Kaninchen wurde vor allem iiber dem M. biceps epiliert. 
Dann wurden die Tiere in einem Gestell angebunden und Elektroden von 
einer Induktionsrolle 5 Minuten lang zu ihrer entblésten Haut appliziert. 
Sofort nach Beendigung der Reizung wurden die Tiere getitet und ihre 
Muskeln méglichst rasch bearbeitet. 
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Bei einer derartigen Versuchsanordnung wurden dem Kaninchen beide 
M. biceps fein. entnommen, wobei der ungereizte Muskel als Kontrolle diente. 

Die Kreatinphosphorsiure wurde mit Hilfe von uns’) ausgearbeiteter 
Methoden bestimmt. Zu diesem Zweck wurden auf einer Torsionswaage 
rasch 750—800 mg sehwere Muskelstiickchen gewogen und in einem Porzellan- 
moérser mit Quarzsand in einer Lésung von borsaurem Na (py = 9,15) zer- 
rieben. Die Eiweibstoffe wurden mit 20 ccm einer 4°/, igen Lésung von 
Trichloressigsiure gefillt. Zur colorimetrischen Bestimmung wurden je 
5 eem Filtrat in 25 eem-haltende MeBkolben gebracht, wohin zuvor zur 
Neutralisation der Trichloressigsiure eine Lisung von 2 n-NaOH gebracht 
worden war. 

In einem ‘eile der Versuche bedienten wir uns zur Bestimmung der 
Kreatinphosphorsiiure des Verfahrens von Fiske and Subbarow’) der 
Fallung der H,PO, aus einem Filtrat mittels CaCl,. Beide Bestimmungs- 
methoden lieferten uns dieselben Ergebnisse. 

Die O-Phosphorsiiure wurde in einzelnen Muskelportionen zu je 700 bis 
$00 mg nach Fiske und Subbarow’”) bestimmt, wobei das Muskelgewebe 
im Porzellanmérser mit Quarzsand in einer Lisung von Trichloressigsiiure 
zerrieben wurde. Die Pyrophosphorsiure wurde nach Lohmann®‘) mittels 
Hydrolyse in n-HCl bei einer Temperater von 100° in einem proteinfreien 
Kiltrat derselben Muskelportion bestimmt, welche zur Ermittlung der 
O-Phosphorsiiure diente. Die colorimetrische Bestimmung erfolgte im 
Colorimeter von Leitz. 

Hexosemonophosphorsiiure wurde nach Embden und Jost*) bestimmt. 
Dazu wurden Muskelstiickchen zu 800—850 mg rasch auf einer Torsionswaage 
abgewogen und sofort in einem Porzellanmérser mit Quarzsand in 10 eem 
einer 5°/,igen Lisung von Trichloressigsiiure in 1°/,iger HCl zerrieben, Das 
Gemisch wurde in Reagensgliser gebracht und bis zum nichsten Tage in 
der Kilte verkorkt stehen gelassen. Das Filtrat wurde bis zu einer alka- 
lichen Reaktion gebracht (mittels Beifitigung von Magnesiumoxyd); dann wurde 
die Fliissigkeit nochmals filtriert und in 2 cem die Fiallung von Phosphor- 
verbindungen durch eine Lésung von Ammoniakalkohol vorgenommen. 

Die nachfolgende Bestimmung der Hexosephosphorsiiure und die Be- 
rechnung derselben machten wir nach Embden und Jost.) 


Einflu8 von langdauernden Kontraktionen auf den Gehalt der 
Muskeln an Kreatinphosphorsaure. 

Kine Reihe von Untersuchungen, die unternommen wurden, 
um die Rolle der Kreatinphosphorsiure zu ermitteln, haben 
die grobe Bedeutung dieser Verbindung in der Dynamik der 
Muskelkontraktion erkennen lassen. 


Ferdmann, Diese Zs. Bd. 178, S. 52 (1928). 

Fiske u. Subbarow, Jl. of Biol. Chem. Bad. S. 629 (1929). 
Fiske u. Subbarow, ebenda, Bd. 66, S. 7 ion 
) J 
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,ohmann, ee Bd. 202, S. 466 ben: 
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ibden ou. Jost, Diese Zs. Ba. S. 24 (1928). 


















































Uber den EinfluB von dauernden Kontraktionen usw. 94] 
Tabelle I. Tauben. 
P der O- | P der Pyro- P der Hexose- 
Phosphor- | phosphor- | Kreatin- | monophos- 
Datum siiure siure phosphor- | phorsiiure 
siiure als Hexose 
im), m */, a), my), 
18. X. 28.] Strychnintier 0,073 0,015 _ 
. - 0,080 0,010 
- Kontrolltier 0,058 0,041 - 
19. X. 28.} Strychnintier 0,086 0,006 
‘ Kontrolltier 0,048 0,042 
20. 11.29. | Strychnintier —- 0,044 0,140 
a Kontrolltier 0,044 0,094 
13. III, 29.) Strychnintier -- 0,048 0,199 
- Kontrolltier 0,051 0,131 
14. 111.29.) Strychnintier -- 0,047 0,222 
‘s Kontrolltier 0,054 0,110 
20. LIT. 29.) Strychnintier 0,069 0,047 0,012 0,170 
‘9 Kontrolltier 0,050 0,044 0,038 0,118 
Tabelle II. Kaninchen. 
P der O- P der P der Hexose- | Was- 
Phos- | Pyrophos-| Kreatin- |monophos- | ser- 
Datum phor- phor- | phosphor-} phorsiiure | gehalt 
siure siiure siure |als Hexose | 
in */, in °/, in °, in °/, in °/, 
26. I]. 29.|]Strychnintier}] 0,139 0,007 0,022 0,059 76,75 
27. II. 29. io 0,140 0,010 0,622 0,064 76,63 
21. IIT. 29. 0,117 0,006 0,023 0,101 77,95 
20. XI. 28. ss 0,135 _ 0,020 77,67 
Kontrolltier 0,054 0,045 0,043 0,175 74.42 
0,060 0,048 0,041 0,160 | 74,27 
Tabelle III. Kaninchen. 
- In °/, der frisehen Substanz | In °/, der trocknen Substanz 
5 S14 ig% [2 of 2, |¢2 Leo 16 ‘ 
pel S2ke FS |ee 2122/24 ($5 jan & 
Datun | Muskeln | 2/22 OS 2 .2a2 sseoRrl2 2 Cee gare Z2e% 
> [2sicee "Sa KS” of Oslo "oA IK @ « 
- [Pans 28 Lae Slee. &e . & 2a =F 
pad Le eo) ee 2 j= wd QU +o @ 
Is. V.29.] ungereizt |74,17}0,045 0,041 0,045 | 0,160 [0,177 0,161 , 0,177) 0,634 
- gereizt |79,94]0,122 0,011 0,015 | 0,057 0,609 0,054 0,075 0,238 
>. VI.29,] Ungereizt 174 3810046 0,042 0,040 | 0,172° [0,179' 0,164 | 0,172 0,710 
gereizt [80,00]0,111 0,008 0,013 0,085 [0,555 0,040 | 0,065 0,425 
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Die zur Zeit vorliegenden Daten zeigen, daB der Zerfall und die 
Synthese der Kreatinphosphorsiiure in den Muskeln unabhingig vom Zerfall 
und der Synthese der Kohlenhydrate vor sich geht und daher libt es sich 
vermuten, ob die Kreatinphosphorsiiure nicht ein selbstiindiges energetisches 
System in den Muskeln bilde. Untersuchungen beziiglich des Gehaltes von 
Muskeln mit verschiedener Funktion an Kreatinphosphorsiure') und auch 
die Ergebnisse, die in jiingster Zeit?) erzielt wurden, weisen darauf hin, daB 
der Gehalt der Muskeln an Kreatinphosphorsiure mit der Fiihigkeit derselben 
zur Erregung zusammenhiingt. 

Bereits durch die ersten Untersuchungen betreffs der Rolle der 
Kreatinphosphorsiure wurde der Nachweis dessen erbracht, daB 
der Muskel auf eine Reizung mit teilweisem Zerfall seiner Kreatin- 
phosphorsiure in Kreatin und Phosphorsiure reagiert. Unsere 
Untersuchungen sollten dazu dienen, um festzustellen, wie tief- 
greifend der ProzeB des Abbaues von Kreatinphosphorsiiure in 
den tierischen Muskeln unter KinfluB der starken Arbeit sein kann. 

Unsere in Tab. I, Il und III wiedergegebenen Untersuchungen 
zeigen, dab die starke und langdauernde Kontraktion nie zu einem 
vollstiindigen Schwunde der Kreatinphosphorsiiure aus den Muskeln 
fiihrt. So bleibt bei Tauben und Kaninchen sogar bei besonders 
langdauernden und starken, durch Strychnin bewirkten Krimpfen 
in den Muskeln doch stets eine gewisse Menge Kreatinphosphor- 
siure erhalten. Auch in unseren Versuchen mit Reizung des 
M. biceps von Kaninchen mit Induktionsstrom war kein voll- 
kommener Abbau der Kreatinphosphorsiiure nachweisbar. 


3. Einfluf8 von starken Kontraktionen auf den Gehalt der Muskeln 
an Hexosemonophosphorsaure. 


Bis vor jiingster Zeit wurde der Hexosemonophosphorsiure (Lacta- 
cidogen) von Embden eine energetische Bedeutung fiir die Dynamik der 
Muskelkontraktion zugeschrieben. Auf Grund zahlreicher Untersuchungen 
nahmen Embden und seine Mitarbeiter an, die Steigerung des Gehaltes 
an anorganischer O-Phosphorsiiure in ermiideten Muskeln und unter Einflub 
verschiedener experimenteller Bedingungen gehe auf Kosten der Spaltung 
yon Hexosemonophosphorsiiure vor sich. 

In diesen Untersuchungen wurde die Hexosemonophosphorsiiure niemals 
auf direktem Wege bestimmt. Man beurteilte den Gehalt der Muskeln an 
Hexosemonophosphorsiiure nach der Menge von O-Phosphorsiure, die bei 
2 Stunden langer Autolyse von Muskelbrei in 2°),iger NaHCO, bei 45° 
abgespalten wird (Embden). 


') Ferdmann u. Feinsehmidt, Diese Zs. Bd. 178, S. 173 (1928). — 
Palladin u. Eppelbaum, ebenda Bd. 178, S. 179 (1928). 
*) Nachmansohn, Biochem Zs. Bd. 208, S. 237 (1929). 
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Als Lohmann!) feststellte, daB die Bildung von O-Phosphor- 
siiure sowohl bei der Autolyse. als auch bei Rigidititszustinden 
nicht ausschlieBlich durch Spaltung von Hexosemonophosphorsiiure 
erfolgt, sondern hauptsiichlich auf Kosten der Spaltung von Pyro- 
phosphorsiiure vor sich geht, verloren die indirekt ermittelten 
Bestimmungen von Hexosemonophosphorsiiure ihre Bedeutung. 
Gegenwirtig gibt es ein direktes Verfahren von Kmbden und 
Jost zum Nachweis von Hexosemonophosphorsiiure [nach der 
Reduktion*)] und wir haben von demselben Gebrauch gemacht. 

Unsere Untersuchungen iiber den KinfluB gesteigerter Tiitigkeit 
auf den Gehalt der ‘’auben- und Kaninchenmuskel an Hexose- 
monophosphorsiiure haben gezeigt, daB diese Beeinflussung bei 
diesen Tieren eine verschiedene ist. Aus der angefiihrten 'ab. | 
ist ersichtlich, daB Strychninkriimpfe bei Tauben regelmiBig eine 
betriichtliche Steigerung des Gehaltes der Pektoralmuskeln an 
Hexosemonophosphorsiure bewirkt. Bei Kaninchen ruft dagegen, 
wie Tab. II zeigt — sowohl Strychninkrimpfe, wie Reizung der 
Muskeln mittels elektrischen Stroms einen bedeutenden Zerfall der 
Hexosemonophosphorsiiure in den M. biceps hervor. 


4, EinfluB starker Tatigkeit auf den Gehalt der Muskeln 
an Pyrophosphorsaure. 


Die Pyrophosphorsiure wurde in den Muskeln 1928 von 
Lohmann’) entdeckt und von ihm in allen Organen des tierischen 
Organismus und auch in Pflanzenzellen nachgewiesen. Die Rolle 
der Pyrophosphorsiure in den Muskeln bleibt noch unbekannt. 

Nach Lohmann erfolgt der Zerfall von Pyrophosphorsiiure in den iso- 
lierten Froschmuskeln nur unter Einflub betrichtlicher Titigkeit. Embden‘) 
nimmt an, in den Muskeln kénne sowohl Abbau, als auch Synthese von 
Pyrophosphorsiure erfolgen. Unsere Untersuchungen ®) zur Klirung des Kin- 
flusses von Training auf den Gehalt der Muskeln an Phosphorverbindungen 
haben erwiesen, dab bei gesteigerter Leistungsfihigkeit der Muskeln ihr 
Gehalt an Pyrophosphorsiiure nicht gréBer wird. 

Wie aus Tab. I ersichtlich, rufen Strychninkriimpfe bei Tauben 
keinen Abbau der Pyrophosphorsiiure hervor. Bei Tauben, denen 
Strychnin injiziert wurde, war durchschnittlich ebensoviel Pyro- 
phosphorsiure in den Pektoralmuskeln enthalten, wie bei normalen 
‘Tauben. 


') Lohmann, a. a. O. *) Embden u. Jost, a.a. O. 

3) Lohmann, a. a. O. 

*) Embden, Klin. Wochenschr., 14. Mai 1929. 

*) Ferdmann u. Feinschmidt, Diese Zs, Bd. 183, S. 261 (1929). 
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Bei Kaninchen fithrt eine durch Strychnininjektionen oder 
durch Reizung mittels Induktionsstrom erzielte dauernde Kon- 
traktion einen starken Zerfall der Pyrophosphorsiiure herbei 
(Tab. If und ITI). 


5. EinflufB8 von starken Kontraktionen auf den Gehalt der Muskeln 
an Q-Phosphorsaure. 


Unsere Untersuchungen haben gezeigt, daB sowohl bei Tauben, 
als auch bei Kaninchen starke Muskelarbeit zu einer betriichtlichen 
Zunahme von O-Phosphorsiiure in den Muskeln fihrt. Bei Tauben 
geht die Steigerung des Gehaltes an O-Phosphorsiure ausschlieBlich 
auf Kosten des Abbaues von Kreatinphosphorsaure vor sich, wie 
die angefiihrten Tabellen erkennen lassen. Bei Kaninchen erfolgt 
die Steigerung der O-Phosphorsiiure in den Muskeln durch Abbau 
von Kreatinphosphor-, Hexosephosphor- und Pyrophosphorsiiure 
(diese Erhéhung des Gehaltes an O-Phosphorsiure wurde schon 
von Kmbden’) entdeckt und von ihm dem Zerfall von Hexose- 
phosphorsiiure zugeschrieben). 


Zusammenfassung. 


1. Bei Tauben ruft eine Strychnininjektion unter allen 
Phosphorverbindungen bloB den Abbau der Kreatinphosphorsiiure 
hervor. 

2. Strychninkriimpfe bewirken eine bedeutende Steigerung 
der Hexosephosphorsiiure in dem M. pectoralis der Tauben. 

3. Starke Muskelkontraktionen, die sowohl durch Strychnin- 
kriimpfe, wie auch mittels unmittelbarer Reizung der Muskeln mit 
Induktionsstrom erzielt werden, rufen in den Kaninchenmuskeln 
einen starken Abbau von Kreatin-, Hexose- und Pyrophosphor- 


siure hervor. 


1) Embden und Mitarb., Diese Zs. Bd, 118 (1921). 




















Uber eine neue colorimetrische Mikromethode zur Bestimmung 
des Schwefels in Sulfiden, Sulfaten usw. 
Von 
I. St. Lorant. 


Mit 4 Figuren im Text. 


(Aus der J. medizinischen Klinik der deutschen Universitat in Prag) 


(Der Redaktion zugegangen am 2. Oktober 192%.) 


In der letzten Zeit hat sich die Forschung mit erhohtem Inter- 
esse den schwefelhaltigen Substanzen des Blutes zugewandt und es 
wurden zahlreiche Methoden zur Bestimmung des Schwefels (,,S“) 
ausgearbeitet. Die gréBte Schwierigkeit bot hierbei der Umstand, 
daB die Konzentration der S-haltigen Substanzen in den ent- 
eiweiBten Korperfliissigkeiten sehr gering ist. Nach Denis soll 
das Blut etwa 4 mg-°/, Gesamtschwefel, etwa 2 mg-°/, Sulfat- 
schwefel und ebensoviel neutralen Schwefel erhalten.) Diese 
Befunde stimmen iiberein mit den sorgfiltigen Analysen von 
Haurowitz”), der im Liquor cerebrospinalis im Mittel 1,1 mg-°/, 
Schwefel gefunden hat. Nach keiner der bisher empfohlenen 
Mikromethoden darf man jedoch zur Bestimmung weniger als 
(),1 mg Schwefel verwenden und selbst bei dieser Menge liegen 
die Fehlergrenzen nicht unter 0,01 mg oder 10°/, des Ausgang- 
wertes. Demzufolge muB man, um eine zumindest 10 "/, ige 
Genauigkeit zu erreichen, zur Bestimmung von drei Fraktionen 
des Schwefels 30—50 ccm Blut verwenden. Noch mehr Blut 
muB man verwenden, wenn man z. B. die ‘leilkomponenten der 
einzelnen Fraktionen bestimmen will. 

Ks ist daraus ersichtlich, daB die Empfindlichkeit aller bis- 
herigen Methoden noch immer nicht ausreicht, um eingehende 
Untersuchungen tiber den S-Stotfwechsel im Blute und den iibrigen 
KGrperfliissigkeiten vorzunehmen, Um iiber die Mengenverhilt- 
nisse bestimmter S-haltiger Substanzen im Blute Aufklirungen 
zu erhalten, war ich bestrebt eine empfindlichere Methode auf- 
zufinden als die bisherigen. Als Resultat dieser Versuche gelang 
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es mir, eine Methode auszuarbeiten, die es erméglicht schon 
einige Mikrogramme S genau zu bestimmen. 

Die bisherigen Methoden zur Bestimmung des S basierten 
fast ausnahmslos auf Sulfatfallungen durch Barium- oder Benzidin- 
salze. Die Menge des entstandenen Niederschlages wurde teils 
gravimetrisch (Pregl %), teils nephelometrisch (Denis und Mit- 
arbeiter!) oder auch volumetrisch (De Boer*) Guyon®) und nach 
Benzidinfaillungen, colorimetrisch® * * °) ermittelt. Die Erfahrungen 
mit diesen Methoden iiberzeugten mich, daB sich durch Fallung 
der Sulfate kaum eine noch gréBere Kmpfindlichkeit der Bestim- 
mung erzielen lift, als die bisher erreichte. Wenn man die 
Loéslichkeit des Bariumsulfates im Wasser mit 1: 400000 annimmt, 
so kénnte man bestenfalls theoretisch noch etwa 10 Mikro- 
gramme S mit 5°/, Genauigkeit bestimmen. Dies aber wird, 
wie friither schon erwihnt, durch die bisherigen Methoden prak- 
tisch nie erreicht. Es schien mir deshalb vorteilhafter, fiir diese 
Bestimmung den Weg iiber die Sulfide zu nehmen. In neuester 
Zeit sind S-Bestimmungen auf Grundlage der Reduktion von 
ter Meulen, Bennosuke Kabota und Sadaiko*”®) vorgeschlagen 
worden. Sie reduzierten die S-haltigen Substanzen im Wasser- 
stoffstrom mittels Nickel bzw. Platin und bestimmten den Schwefel- 
wasserstoff jodometrisch. Doch muBten diese Forscher einige 
Milligramme der S-haltigen Substanzen verwenden, um brauch- 
bare Resultate zu erhalten. 

Wenn man bedenkt, daB man durch Verwendung von 1: 200 
normaler Jodlésung bestenfalls theoretisch blo’ 10 Mikrogramme 
Schwefel mit 5°/,iger Genauigkeit bestimmen kann, so ist leicht ein- 
zusehen, da auch diese Methode praktisch nicht zum Ziele fihrt. 

Ich ging nun von dem Gedanken aus, daf die gréBte Emp- 
tindlichkeit durch optisch verwendbare Reaktionen erzielt werden 
kinnte. In erster Reihe dachte ich an empfindliche Farbenreak- 
tionen der Sulfide, die eine colorimetrische Bestimmung derselben 
ermodglichen sollten. Erst nachdem es mir gelungen war, eine 
solche Bestimmung der Sulfide auszuarbeiten, ging ich zu Ver- 
suchen iiber, eine genaue, allgemein verwendbare Methode zur 
Reduktion der Sulfate zu Sulfiden mit nachfolgender Abdestil- 
lierung des freigemachten Schwefelwasserstoffes aufzufinden. Ich 
wurde dabei von dem Gedanken geleitet, daB nach vorangegangener 
Oxydation alle organischen und anorganischen S-haltigen Sub- 
stanzen durch nachtriigliche Reduktion in Schwefelwasserstoff 
iiberfiihrt und colorimetrisch bestimmt werden kénnen. 
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Aus praktischen Griinden werde ich zuerst die colori- 
metrische Bestimmung des Schwefelwasserstoffes und dann erst 
die Reduktion der Sulfate und die gleichzeitige Destillation des 
Schwefelwasserstoffes besprechen. Die Beschreibung der not- 
wendigen Apparate, Reagenzien und des Analysenganges folgen 
in den spiteren Abschnitten. 


Die colorimetrische Bestimmung des Schwefelwasserstoffes. 


Zur Herstellung einer Vergleichsfarbe zur colorimetrischen 
Bestimmung des Schwefelwasserstoffes kamen fiir mich nur die 
emptindlichsten Farbenreaktionen in Betracht. Insbesondere habe 
ich die Reduktion des Jodes sowie die der Arsenwolframsiiure 
untersucht und schlieBlich die Carosche Methylenblaureaktion 
einer eingehenden Priifung unterzogen. 

Jod wird bekanntermaBen durch Schwefelwasserstoff quantitativ zu 
HJ reduziert. Es ist leicht den UberschuB an Jod mittels Chloroform zu 
extrahieren und die schéne rote Farbe dieses Extraktes zur colorimetrischen 
Bestimmung zu verwenden. Auch die blaue Farbe der Jodstiirke kénnte 
man zu Farbenvergleichen brauchen. Die Abmessung der Jodliésung, die 
Riicktitrierung, die Extraktion, die Herstellung konstanter Stirkelésungen 
bringen jedoch so viele Fehlerquellen mit sich, daB dadurch die Jodreduk- 
tion in quantitativer Hinsicht keinen Vorteil bietet. 

Die Reduktion der Arsenwolframsiure durch Schwefelwasserstoff in 
sodaalkalischer Lésung ergibt eine schéne blaue Farbe, die schon aus der 
Riegler-Folinschen Harnsiurebestimmung und aus der Folinschen 
Cystinbestimmung wohl bekannt ist. Die Reaktion ist auBerordentlich 
empfindlich: 10 Mikrogramme S geben in 10 cem Lésung noch eine dent- 
liche blaue Farbe. Diese Farbe ist jedoch sehr unbestiindig. Dazu kommt 
noch, dab die Alkalilésung, in welcher der iiberdestillierte Schwefelwasser- 
stoff aufgefangen wird, den sehr geringen Sultidtiter so rasch findert, dab 
hierdurch die Verwendung der Arsenwolframsiiurereduktion unmdglich wird. 

Im Vergleich mit der Oxydation durch Jod, bzw. Arsenwolf- 
ramsiure, ist die Methylenblaureaktion nach Caro eine fiir den 
Schwefelwasserstoff im héchsten Mae charakteristische Reaktion. 

Schon E. Fischer hat darauf hingewiesen, daB die Caro- 
sche Methylenblaureaktion eine auBerordentlich empfindliche Probe 
fiir den Nachweis von Schwefelwasserstoff darstellt.!°) So gelang es 
ihm 90 Mikrogramme Schwefelwasserstoff noch in einem Liter 
Wasser nachzuweisen, wenn er es mit 20 cem rauchender Salz- 
siure — Spez.-Gew. 1,19 — und etwa 5mg. Dimethyl-p-phenylen- 
diamin unter Zugabe von etwa 2 Tropfen verdiinnter Kisenchlorid- 
lésung als Katalysator reagieren lieb. Nach einer Stunde erhielt 


er eine deutliche Blaufirbung, 
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Die ersten orientierenden Versuche haben mir gezeigt, dab: 

1. die Reaktion fiir meine Zwecke tatsiichlich geniigend 
empfindlich ist: 1 Mikrogramm 8 in 10 ccm Lésung gab noch 
eine Blaufirbung; 

2. die blaue Farbe tagelang die gleiche Intensitit bewahrt; 

3. verschieden konzentrierte Lésungen von Schwefelwasser- 
stoff verschieden intensive Farbenténe ergeben; 

4. die Zeit bis zum Eijntritt der gréBten Intensitiit der 
Hirbung kaum mehr als eine Stunde betriigt. Nach einigen Ver- 
suchen stellte sich heraus, dab die Geschwindigkeit der Farben- 
bildung im hohen Mafe von der Konzentration der Kisenchlorid- 
lésung abhiingt. Es gelingt bei entsprechend gewihlter EKisen- 
chloridlésung den Beginn der Farbstoffbildung auf einige Sekunden 
herabzudriicken und die konstantbleibende Farbenintensitit schon 
in 8—10’ zu erreichen. Der Verwendung von starken konzen- 
trierten Kisenchloridlésungen steht nur die kriftige, braungelbe 
Karbe dieses Salzes im Wege. Es zeigte sich jedoch, dab man 
statt Eisenchlorid das fast farblose Eisensulfat und statt Salz- 
siure Schwefelsiiure verwenden kann. Die zur Methylenblau- 
bildung nétige minimale Chlormenge kann in Form von NaCl zu 
der Vorlagefliissigkeit hinzugesetzt werden. 

Die Beschaffenheit der entstandenen Farbe ergab gewisse 
Schwierigkeiten. So war das Blau einmal mehr glinzend und 
eriinstichig, ein anderesmal weniger gliinzend und ,,schmutzig“ und 
machte den Kindruck einer Triibung. Vor allem hatte die Menge 
des verwendeten Dimethyl-p-phenylendiaminsulfates einen KinfluB 
auf die Farbenbeschaffenheit. Je mehr von diesem Reagens ver- 
wendet wurde, um so dunkler und schmutziger fiel das Methylen- 
blau aus. Dies aber war auch nur so lange der Fall, als die bei der 
Reaktion verwendete Siuremenge konstant gehalten wurde. Ks ist 
deshalb notwendig, stets dieselbe Menge des Dimethyl-p-phenylen- 
diaminsulfates zur Herstellung der Farbe zu verwenden. Dies erreicht 
man am besten dadurch, daB das Reagens im gelésten Zustande 
aufbewahrt wird. Um die Substanz farblos zu lésen, bedarf es einer 
bestimmten Siiuremenge. Es ergab sich, daB bei der Methylenblau- 
bildung die Anwesenheit von zu viel Siure die Farbbildung ent- 
weder ganz oder teilweise verhindert. Durch diese Umstinde 
wird sowohl die Konzentration der Reagenslésung (Dimethyl- 
p-phenylendiaminsulfatlésung), als auch die Konzentration der 
Siure in der Reagenslésung bestimmt, um so mehr als man durch 
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mehr Reagens das Bildungsgleichgewicht des Methylenblau giinstiger 
gestalten kann. Die sich so ergebende Lésung werde ich in der 
Folge als ,,Reagenslésung“ bezeichnen und deren Bereitung in 
einem spiiteren Kapitel besprechen. 

Die Carosche Reaktion zur Bestimmung des Schwefelwasser- 
stoffes habe ich nun folgendermaBen ausgefiihrt: 

Eine genau abgemessene Menge der sulfidhaltigen Loésung 
wurde in einen, mit einem eingeschliffenen Glasstopfen versehenen, 
bis zu 50 ccm graduierten, MeBzylinder gebracht, in dem sich 
20 ccm der spiter beschriebenen Zinkacetatlisung befand. Der 
Zylinder wurde bis zur Marke J5 mit destilliertem Wasser aut- 
sefiillt. Nun wurden 7,5 ccm Reagenslisung mittels Pipette hinzu- 
vefiigt und die Offnung des Zylinders mit dem Stopfen rasch 
verschlossen. Sodann wurden noch 2 ccm Eisenlésung, ebenfalls 
mit einer Pipette, zugesetzt. Der Stopfen wurde nur so weit aus 
dem Zylinder herausgehoben, als es zum Pipettieren notwendig 
war. Um den Zylinder nicht unnétigerweise lang offen zu halten, 
wurde die Hisenlésung, ebenso wie vorher die Reagenslésung, unter 
geringem Druck aus der Pipette geblasen. Ist die Vorlage kleiner 
als 50 ccm, so miissen entsprechend weniger Reagenzien genommen 
werden. Nach Einfiillung der Eisenlésung in den Zylinder, wurde 
derselbe wieder rasch verschlossen und einigemale langsam hin 
und her geschwenkt. Die entstandene rote Farbe blaBte in einigen 
Sekunden ab und gleichzeitig erschien das Methylenblau. In 
5—10’ erreichte die Farbe ihre maximale Intensitiit, die sie dann 
tagelang behielt. Aus Griinden, die weiter noch angefiihrt werden, 
wurde die colorimetrische Ablesung erst eine Stunde nach dem 
VerschlieBen des Zylinders vorgenommen. Vorher wurde noch 
1 ccm Alkohol in das Kélbchen gebracht und der Inhalt bis auf 
Marke 50 aufgefiillt. Die erhaltenen Fiarbungen waren stets von 
derselben Beschaffenheit. Sie konnten untereinander gut ver- 
glichen werden. 

Von einem Vergleich mit einer aus reinem Methylenblau be- 
reiteten Testlésung konnte jedoch keine Rede sein, selbst dann 
nicht, wenn die Testlésung, mit Ausnahme der Sulfide, alle die- 
jenigen Reagenzien enthielt, die zur Ausfiihrung der Caroschen 
Reaktion erforderlich sind. 

Die Erklaérung liegt in den Nebenreaktionen der Methylenblaudarstellung. 
Diese Reaktionen wurden von Bernthsen in seinen’ klassischen Arbeiten 


iiber die Methylenblaugruppe gekliirt."') Nach ihm soll aus Dimethyl-p- 
phenylendiamin zuerst das erwahnte rote Oxydationsprodukt, das Chinondi- 
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imoniumchlorid (Wursters Rot) entstehen.*) Auf das Wustersche Rot kann 
der Schwefelwaserstoff in zweifacher Weise einwirken, indem entweder nur 
eines seiner Wasserstoffatome reagiert oder beide in Mitleidenschaft gezogen 
werden: 


CH, (CH), 
1 oN: ¢ ) NH +H,S = N - / \. NH, 
CH \—= we 
SH 


Wursters Rot. Dimethyl-p-phenylenmereaptan 
NH NH, NH, 


“« , oa a 
2 | | +H,8 =| | | |+2HCl Tetramethyl- 
II ha a a ue” tetramido- 
CH,NCH, N(CH,  NiCH,), phenylsulfid. 
Cl 


Das nach der ersten Gleichung entstehende Mereaptan soll wieder in 
mehrfacher Weise weiter reagieren: 

a) ein Teil soll sich mit dem noch vorhandenen Dimethyl-p-phenylen- 
diamin unter NH,-Austritt zu léslichem Sulfidgriin vereinigen, welches dann 
in Methylenblau iibergeht; 


N(CH,), N(CH), 


*, 


} 





ae : ee 
/ > aps: 
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a S ~~ 7 
f \ | { \ 
\ at | Sulfidgriin \ F Methylenblau 
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b) ein anderer Teil soll sich mit einem neuen H,S-Molekiil unter Oxy- 
dation zu Methylrot verbinden, welches als stabiles Endprodukt neben dem 


Blau in Erscheinung tritt: 


NH, N 
( \—SH ; a: 

(pM suseo. + 

Neiaar” yee 

N(CH,), N(CH, ), Methylrot. 
Cl Cl 


‘) Nach Willstitter und Piccard (12) handelt es sich bei diesem 
roten Kérper nicht um das einfache Chinodiimoniumsalz, wie man friiher 
angenommen hatte, sondern um einen Farbstoff, der aus dem benzoiden 
Dimethyl-p-phenylendiaminchlorid und aus dem Dimethylchinondiimonium- 
salz entstanden ist. Dasselbe ist ein Chinchydron, in dem die beiden Ringe 
durch Partialvalenzen zusammengehalten werden. 
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Nach Gleichung II soll aus dem entstandenen tetraamidierten Phenyl- 
sulfid durch NH,-Abspaltung Indaminbildung stattfinden, wodurch Leuko- 
methylenblau entsteht. Aus diesem bildet sich weiter durch Oxydation 
inittels Eisenchlorid Methylenblau: 





NH, NH, NH 
Pit Pg yl 
| | NH, | | | |+ HCl + O -» Methylenblau . 
SZ a al i i i, 
N(CH;), | N(CH;), N(CH;), 8 N(CH,), 


Diesen Darlegungen Bernthsens entsprechend ist Methylenblau nicht 
der einzige Farbstoff, der bei der Caroschen Reaktion entsteht, sondern 
es bilden sich daneben noch Wursters Rot, Methylrot und Sulfidgriin. 
Dies ist der Grund dafiir, daB reine Methylenblaulésung als Testlésung nicht 
verwendet werden kann. Die gleich am Anfang der Caroschen Reaktion 
entstehende Rotfirbung — Wursters Rot — verschwindet in einigen Minuten 
von selbst. Beziiglich des Sulfidgriins zeigte schon Bernthsen, dab es 
spontan leicht in Methylenblau iibergeht. Sduren beschleunigen den Uber- 
gang. Die Menge des Sulfidgriin, die sich bei der Darstellung der sauren 
Farblésung zur H,S-Bestimmung bildet, ist gering. Das einstiindige Stehen- 
lassen des Reaktionsgemisches, worauf schon bei der Besprechung der 
Caroschen Reaktion hingewiesen wurde, geniigt, um das Sulfidgriin 
praktisch restlos in Methylenblau umzuwandeln. Methylrot ist die einzige 
Farbe, die in der Reaktionsmischung neben Methylenblau bestehen bleibt. 
Doch auch dies stért die Brauchbarkeit der Caroschen Reaktion fiir colori- 
metrische Zwecke nicht. Ein Vergleich von verschieden konzentrierten 
Methylenblaulésungen, die durch die Carosche Darstellung gewonnen 
wurden, zeigt, daB das Bildungsverhiltnis zwischen Methylenblau und Methyl- 
rot konstant ist. In dem untersuchten Bereich von 0,01—0,05 mg Methylen- 
blau, entsprechend 0,001—0,5 mg H,S entsteht etwa 50 mal so viel Methylen 
blau als Methylrot. Die Mischung beider Farben nach diesem Verhiltnis 
ergab eine fiir diesen Bereich ausgezeichnete Testfarbe. Die Menge der 
Methylrotlisung wurde so gewihlt, daB die Testlésung erst beim gelben 
elektrischen Licht eine mit der Blaufarbe der Caroschen Reaktion iden 
tische Farbe ergibt. Ubrigens kann durch die Menge des Methylrot die 
Testlésung jeder Lichtquelle angepaBt werden. 

Manchmal hat bei der hier verwendeten Caroschen Reaktion die blaue 
Farbe einen Stich ins Gelbgraue. Dies riihrt von einer Verunreinigung durch 
Chloride her. In diesem Falle ist die Bestimmung natiirlich nicht verwendbar, 
da man in der Regel um 5—10°/, zu hohe Werte bekommt. 

Die Farbe der Testlisung ist sehr dauerhaft, denn noch nach 24 Stunden 
ist sie brauchbar. Die einzige Beschriinkung in ihrer Verwendung besteht 
darin, daB sie erst etwa 10—15 Minuten nach der Herstellung verwendet 
werden soll, d. h. erst nach dem Verschwinden des Wursterschen Rot. — 
Nach 24 Stunden soll man die Testlisung nicht mehr verwenden. Die 
Farbe bekommt wahrscheinlich infolge des vorhandenen Eisensalzes einen 
gelben Stich, der zwar noch eine Ablesung bei stiirkerer Blaufiirbung ge- 
stattet, jedoch bei schwiicherer Fiirbung stérend wirkt. Die Bereitung der 
Testlésung werde ich in einem spiiteren Abschnitt beschreiben. 
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Die Genauigkeit der Resultate hingt im hohen MaBe vom verwendeten 
Colorimeter ab. Sehr brauchbar sind gute Dubosqsche Colorimeter, es 
soll hierbei fiir die Vergleichsfliissigkeit stets dasselbe Rohr verwendet werden. 

Fiir die Berechnung des Schwefels ist es notwendig festzustellen, wie- 
viel Methylenblau aus dem zur Verfiigung stehenden Schwefelwasserstoff 
gebildet wird. Ich habe diesbeziigliche Versuche fiir einen Bereich von 
5—50 Mikrogramm Schwefel ausgefiihrt. Sie ergaben, daB durch die Caro- : 


“PO setae 


sche Reaktion genau mal weniger Methylenblau entsteht, als theo- 


-- 


5455 
retisch moéglich ist. Die Formel lautet daher wie folgt: 


x 
Av 20 k v 
-—- = dh ce e-—-> 
k Y 25 Oy 
Wobci 10,50 
x = vorhandener Schwefel in Mikrograinmen, 
- 1,455 
MH a P . A 
( = tatsiichliche Menge des in der Caroschen Reaktion reagicrenden 


Schwefels in Mikrogrammen.) 
/; = die in 50 cem Testlésung geléste Methylenblaul6sung in Mikrograimen. 
(Nachdem 319,6 Teile wasserfreies Methylenblau 32 Teile Schwefel 


—. 
enthalten, entsprechen/:-Mikrogramme Methylenblau praktisch = Mikro- 


gramme Schwefel. 
y = die beim Farbenvergleich abgelesene Zahl, falls in einem Dubosq- 
schen Colorimeter die Testlésung auf Skalenteil 20 eingestellt wurde. 
ry = Volumen, auf das das Carosche Reaktionsgemisch vor dem Vergleich 
aufgefillt wurde. 

Fiir die Wahl von & ist es vorteilhaft, soleche Methylenblaumengen zu 
nehmen, daB die Testlésung etwas dunkler wird als die Vergleichslésung. 
Hierdurch bekommt man im Colorimeter héhere Ablesungszahlen und da- 
durch eine gréBere Genauigkeit bei der Ablesung. 

Mit Riicksicht auf die spiter folgenden Blutuntersuchungen habe ich 
200 Mikrogramme Methylenblau, gelést in 50 ccm Testlésung, als sehr zweck- 
dienlich gefunden. Durch diese Wahl vereinfacht sich die obige Gleichung 


: 
zu x = 11,6- 

y | 

Reduktion der Sulfate. 

Wie ich bereits in der Einleitung erwihnte, verwendeten , 


ter Meulen und die japanischen Forscher Bennosuke und 
Sadaiko Platin- bzw. Nickelkatalysatoren zur mikrochemischen 
Reduktion von schwefelhaltigen Substanzen. Es gelang ihnen im 
Wasserstoffstrom bei héherer Temperatur noch einige mg Schwefel 
quantitativ zu Schwefelwasserstoff zu reduzieren (8,9). Diese 
Methoden schienen mir fiir meine Zwecke von vornherein un- 
gecignet, denn durch katalytische Reduktion werden simtliche 
S-haltige Substanzen reduziert. 








PORTO 
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Dagegen ist ein Verfahren vorteilhafter, das fraktionierte S- 
Bestimmungen erlaubt, z. B. dadurch, da’ stets nur die Sulfate 
bestimmt werden. AuBerdem wirken, da ich zur Bestimmung nur 
einige Mikrogramme Schwefel verwende, derartig groBe Verunrei- 
nigungen, wie sie bei den katalytischen Methoden fast unvermeid- 
lich sind, fiir mich schon stérend. 

Nach zahlreichen Versuchen gelang es mir mittels einer 
Mischung von 50°/, HJ, Ameisensiure und rotem Phosphor ein 
Reduktionsverfahren zur Bestimmung geringster S-Mengen aus- 
zuarbeiten. 

Die vorziigliche Verwendbarkeit von HJ zu Reduktionszwecken 
ist seit Berthelot allen Chemikern gut bekannt. Es wurde 


jedoch nie versucht, die Reduktionswirkung des HJ zur quanti- 


tativen Bestimmung der Sulfate zu verwenden. Dies lag haupt- 
siichlich daran, daB man wegen der oxydierenden Wirkung ces 
stets vorhandenen Jodes den H,S quantitativ nicht erhalten konnte. 
Dagegen gelingt dies, wie ich mich iiberzeugt habe, sofort, wenn 
man niedere aliphatische Siuren oder ihre Anhydride zum HJ 
mischt. Am besten bewiihrte sich eine Mischung von 50 °/,igen 
HJ mit Ameisensiiure im Verhiltnis von 4:3. Diese Mischung 
kann in Gegenwart von rotem Phosphor durch einfaches Aus- 
kochen vom Schwefel vollkommen befreit werden. Auferdem wird 
beim Sieden das Jod durch den roten Phosphor in Jodwasser- 
stoff verwandelt, wodurch die oxydierende Wirkung des Jodes voll- 
kommen beseitigt wird. Eine langsame Reduktion der Sulfate 
wird schon in der Kilte bewirkt. Durch das Sieden wird der 
Reduktionsvorgang derart gesteigert, daB er in wenigen Minuten 
beendet ist. Der entstandene H,S wird mittels durchstrémenden 
(tases aus der Loésung herausgetrieben, in eine geeignete Vorlage 
gefiihrt und dort nach der im vorigen Kapitel erérterten colori- 
metrischen Methode bestimmt. Als Auffangsfliissigkeit dient eine 
Zinkacetatlésung, die ein wenig Natriumacetat und eine zur 
Methylenblaubildung geniigende kleine Menge eines Chlorides ent- 
halt. Das beim Abfangen sich bildende Zinksulfid wird durch 
die Saéure der Reagenslisung leicht gelést. 

Der H,S wird, wie schon oben erwithnt, durch durchstrémen- 
des Gas in die Vorlage iiberfiihrt. Die gréBte dabei sich er- 
gebende Schwierigkeit besteht darin, daf durch das Gas stets HJ 
in die Vorlage mitgerissen wird. Aber schon Spuren von Jodiden 
kénnen im saueren Caroschen Reaktionsgemisch die Bildung von 
Methylenblau vereiteln. Um dies zu verhindern, wird das Jod 
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in einer Waschflasche abgefangen. Die Waschfliissigkeit darf jedoch 
den H,S weder zerstéren noch abfangen und auch selbst keinen 
Schwefel enthalten, weil das mit HJ und Ameisensiuredimpfen 
gemischte Gas sonst reduzierend wirkt. Unter diesen Umstiinden 
waren zahlreiche Versuche notwendig, bis es mir gelang, ein 
momentan wirkendes und haltbares Abfangmittel zu finden. Ks 
besteht aus einer Lésung von sublimiertem Pyrogallol und Natrium 
Dihydrophosphat. Diese Lésung wird wohl mit der Zeit braun, 
aber sie bleibt monatelang brauchbar. 

Zur Durchstrémung verwendete ich Wasserstoff, Kohlensiure 
und Stickstoff, aber auch gewohnliche Luft erwies sich als brauch- 
har. Die Kohlensiiure hat den Nachteil, daB sie bei der Caro- 
schen Reaktion infolge der Ansaéuerung einen ziemlichen Druck 
entwickelt und bei etwaigem losen VerschluB des Zylinders den 
Stopfen herausschleudert. Zumeist verwendete ich Stickstofl, der 
aus einer Bombe entnommen wurde. 


Beschreibung der zur Bestimmung notwendigen Apparate. 
I. Apparat zur Reduktion der Sulfate und Destillation 
des Schwefelwasserstoffes. 


Dieser Apparat besteht aus 2 Hauptbestandteilen: 

a) aus dem eigentlichen ReduktionsgefiB mit Destillierapparat 

und 

b) aus dem Gasentwickler. 

Der Destillierapparat (Fig. 1) kann in vier Teile zerlegt 
werden: 

1. das Destillierkélbchen mit dem Glasstift, 

2. den Kiihler, 

3. das Ansatzréhrchen, 

4. die Vorlage. 

Die Form und die Mage des Apparates kiénnen aus Fig. 1 er- 
sehen werden. Das Gaseinleitungsrohr kann man auch am Halse des 
Destillierkélbchens anbringen. Man achte sorgfaltigst darauf, dab 
das Roéhrchen weder zu kurz noch zu schmal sei. Um ein 
etwaiges Kntweichen der Dimpfe durch das Einleitungsréhrchen 
zu verhindern, wird es, wie bei der Preglschen Mikromethoxyl- 
bestimmung, durch einen kleinen Glasstift locker geschlossen. Die 
Liinge des Glasstiibchens soll die Hilfte des Gaseinleitungsrohres 
nicht iiberschreiten. Damit das Stiftchen nicht in das Réhrchen 
fiillt, wird sein tiuBeres Ende durch Abdrehen verstiirkt. 
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Der empfindlichste Teil des Apparates ist der Schliff, der 
das Kélbchen mit dem Kiihler verbindet (Fig. 1b). Obwohl die 
Destillation bei tiber 100° C vor sich geht und der Schiff 
von einer starken Siiurelésung umspiilt wird, muB er ein voll- 
kommen gasdichtes SchlieBen erméglichen. Das spiiter noch zu 
besprechende Dichtungsmittel soll nur eine Sicherung sein. 
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Fig. 1. 


Die obere Offnung am Kiblrohr (Fig. 1c) dient zur Fiillung 
des Kélbchens mit der Siuremischung. Die Waschflasche ist an 
dem Kihlrohr befestigt. Damit verspritzte Trépfchen der Wasch- 
fliissigkeit nicht in das Ableitungsrohr gelangen sollen, ist es vor- 
teilhaft letzteres im spitzen Winkel zur Waschflasche anzusetzen. 

Ks ist zweckmiBig, den Destillierapparat aus Jenenser Glas ver- 
fertigen zu lassen, denn ein solcher halt viele 100 Bestimmungen aus. 

Zur Reinigung des Apparates werden dessen einzelne ‘Teile 
mittels einer Wasserstrahlpumpe zuerst mit destilliertem Wasser, 
dann mit S-freiem Wasser durchspiit. Das Kihlrohr muB voll- 
kommen trocken sein und man erreicht dies am Besten dadurch 
indem man 5—10’ Luft durchziehen liBt. Zur Sicherheit kann 
man eyvtl. den eigentlichen Bestimmungen eine Blindbestimmung 
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vorangehen lassen, wodurch der noch als Verunreinigung vor- 
handene Schwetel reduziert und herausgetrieben wird. 

Das Ende des Ableitungsrohres wird durch ein Ansatzrohr 
verlingert. Das wihrend der Destillation gebildete Zinksulfid 
setzt sich zum Teil an diesem Ansatzréhrchen fest; um Verluste 
an Zinksulfid zu vermeiden, wird nach beendeter Destillation das 
mittels Gummischlauches an dem Apparat — Glas an Glas — 
befestigte Ansatzréhrchen von demselben entfernt und in die Vor- 
lage gegeben. Infolge der Siiureeinwirkung erfolgt bei der Caro- 
schen Reaktion die Lésung des Zinksulfides. Ks ist zweckmibig, 
viele Ansatzréhrchen gleichen Volumens aus ein- und demselben 
Glasrohr zu schneiden, da bei der Bestimmung der Farbstarke 
die Fliissigkeitsverdriingung des Ansatzréhrchens in Betracht ge- 
zogen werden mub. Das Ansatzréhrchen soll kirzer sein als die 
Markenhoéhe der Vorlage, (s. w. u.) jedoch lang genug, um bis zur 
Hilfte seiner Liinge in die Vorlagefliissigkeit einzutauchen. Es 
geniigt das Roéhrchenvolumen mit 0,1 ccm Genauigkeit zu_be- 
stimmen. Man kann dies ganz einfach dadurch erzielen, dab 
man eine grébere Anzahl gleich langer Réhrchen in einen mit 
Wasser geniigend hoch angefiillten MeBzylinder stellt. Der Niveau- 
zuwachs, dividiert durch die Anzahl der Réhrchen, ergibt dann 
das Volumen des einzelnen Roéhrchens. Es ist zweckmibig die 
Knden der Roéhrchen vor der Volumenbestimmung leicht ab- 
zuschmelzen. Der Zylinder, in dem man die Inhaltsbestimmung 
vornimmt, soll gut kalibriert und zumindest in 0,5 ccm eingestellt 
sein. Die Ansatzréhrchen werden am besten in starker Salz- 
siiure autgehoben. 

Die Vorlage besteht aus einem Mefzylinder, dessen GréBe 
man zweckmiibig nach dem zu erwartenden Schwefelgehalt wahlt. 
Im allgemeinen geniigen Zylinder von 10 oder 50 ccm Inhalt. 

Ich habe schon bei der Erérterung der colorimetrischen Be- 
stimmung von H,S erwihnt, daB man, um Verluste an H,S zu 
vermeiden, die Reagenzien rasch zum Sultid zusetzen mub. Um 
bequemer vorgehen zu kénnen, habe ich zwei Typen von Vorlagen 
konstruiert (Fig. 3); bei beiden kommen die Reagenzien — Rea- 
gens und Hisenlésung —, jedes fiir sich in die einzelnen Behiilter, 
welche vor dem Vermischen abgeschlossen werden. 


II. Gasentwickler. 
Das zur Durchstrémung notwendige Gas wurde entweder aus 
einem Kippschen Apparat oder aus bomben gewonnen, Zur 
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Erzeugung des Luftstromes wurden zwei tubulierte Flaschen 
(s. Fig. 2 A, B) verwendet. 
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Die schwierigste Aufgabe war die Druckregulierung. Nach 
einigen Versuchen fand ich in dem in Fig. 2 C abgebildeten 
Manometer einen ausgezeichneten Regulator. Wenn der Gasdruck 
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Fig. 3. 


das Gewicht der Quecksilbersiiule bei c tiberwindet, dann strémt 
das Gas aus. Durch das Entweichen des Gases wird der Gasdruck 
automatisch kontrolliert. Das schiefe, in der Kugel des Manometers 
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befindliche, beiderseits offene Querrohr verhindert das Verspritzen 
des Quecksilbers. Die Linge der Quecksilbersiiule braucht 4—5 cm 
nicht zu iibersteigen. Falls der Gasstrom auf groBe Hindernisse 
stoBen sollte, z. B. hochgefiillte Waschflaschen, ist es zweckmiibig, 
zwei Saugtlaschen mit Manometer hintereinander zu schalten, in 
der Weise, dai die Quecksilbersiiule des zweiten Manometers 
linger ist als die des ersten. Hierdurch wird selbst beim stob- 
weisen Entweichen des Gases durch das erste Manometer, die 
(sleichmibigkeit des Gasdruckes durch das zweite Manometer 
dennoch gewiihrleistet. Zur Reinigung des Gases sind eingeschaltete 
Waschilaschen, gefiillt mit KMnO, und Sublimat, zweckdienlich. 
(rasentwickler und Destillierapparat sind miteinander durch Gummi- 
schliiuche verbunden (s. Fig. 2). 


Il. Apparat zur Entschwefelung des Siuregemisches. 


In Prinzip unterscheidet sich dieser Apparat von dem Destillier- 
apparat nur in seinen Dimensionen (s. Fig. 2). Kine sehr zweck- 
miBige Form des Destillierkolbens ist diejenige, die Hans Meyer 
zur Methoxylbestimmung angibt!’). Als Wasserflasche kann ein 
gewohnlicher MeBzylinder dienen, der mittels eines Gummistopfens 
mit dem hiihler verbunden ist. 


IV. Apparat zum Eintrocknen der schwefelhaltigen 
Lésung im Destillierkélbchen. 


Das Eindampfen der schwefelhaltigen Lisung geschieht am 
einfachsten iiber einer freien Flamme, aber es besteht hierbei 
die Gefahr, dab das trockene Kélbchen springen kann. Thermostate 
haben den Nachteil, daB das Kindampfen langsam vor sich geht; 
ein weiterer Nachteil der gew6hnlichen Thermostaten ist, daf man 
sowohl das Eindampfen, als auch etwaige Reaktionen, die man 
cleichzeitig durchfiihren will, nicht verfolgen kann. Nach einigen 
Versuchen hat sich der in Fig. 4 abgebildete Apparat auf das 
Beste bewiihrt. Asbestpapier wird in Form eines Trichters zu- 
sammengerollt und im Innern desselben wird eine elektrische 
Kohlenfadenlampe oder ein Tongliihkérper befestigt. Das Ganze 
wird auf einen DreifuB gestellt. Die Destillierkélbchen werden 
mittels Drahtschleifen aufgehiingt. Durch Anderung des Ab- 
standes zwischen Destillierkélbchens und Glihkérper kann 
das Kindampfen so geregelt werden, daB die Flissigkeit nicht 
ins Sieden kommt. Ubrigens schadet gleichmiBiges, leichtes 
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Sieden nicht. Zur Hilfte gefiillte Kélbchen brauchen etwa eine 
halbe Stunde bis zum vollstiindigen Kindampfen. 
































Fig. 4. 


Die zur Bestimmung notwendigen Reagenzien und Lésungen. 


1. Jodwasserstoff—Ameisensiure—Phosphormischung. 
(., Sduremischung“) 

100 ccm 50°/,iges HJ (HJ zur Methoxylbestimmung Merck) 
werden in dem Kolben des Entschwefelungsapparates vorsichtig 
mit 75 ccm Ameisensiure (umkrystallisiert Merck) vermischt und 
15g roten Phosphor hinzugefiigt. Nachdem die Vorlage mit 20 ccm 
Zinklésung und die Waschflasche mit 30 ccm Waschfliissigkeit 
gefiillt wurden, gibt man in den Destillierkolben noch einige 
Tonperlen als Siedesteine. Der Kolben wird nun mit dem Kiihler 
sorgfaltig verbunden, wobei ein Dichtungsmittel nicht notwendig 
ist. Nachdem die Verbindung auch mit dem Gasentwicklungs- 
apparat hergestellt wurde, wird so viel Gas durch den Apparat 
geleitet, da die Blaschen die Waschflissigkeit lebhaft durchperlen. 
Nun kann das Erhitzen mittels eines Mikro- oder Bunsenbrenners, 
dessen Kamin entfernt wurde, beginnen. Nach dreistiindigem 
Sieden werden das Ansatzréhrchen und die Vorlage ausgewechselt. 
Dies wird so oft wiederholt, bis man durch die Carosche Reaktion 
in der Vorlage H,S iiberhaupt nicht oder héchstens in Spuren 
nachweisen kann. Ist dies erreicht, so schiittet man den Kolben- 


ke 
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inhalt mit dem Phosphor in eine vorbereitete reine Flasche aus 
dunklem Glas. Gebrauchte Siuremischung braucht nicht weg- 
geworfen zu werden. Man sammelt sie, ergiinzt die Ameisensiure 
und roten Phosphor, entschwefelt sie vorsichtshalber nochmals 
und die Mischung kann stets wieder yon neuem zur Bestimmung 
verwendet werden. Im allgemeinen wird es geniigen, 100 ccm 
einmal gebrauchter Mischung mit 25 ccm Ameisensaure und 5 g 
roten Phosphor zu ergainzen. Vor dem Gebrauch muB die 
Siuremischung stets sehr gut geschiittelt werden, um 
den roten Phosphor gleichmaBig zu verteilen. 


2. Die Waschfliissigkeit. 


10 g Mercksches NaH,PO, (pro analysi) werden in etwa 
50 ccm S-freiem Wasser evtl. unter Erwarmen gelést. Nach dem 
Auskiihlen werden mit dieser Lésung 10 g Mercksches sublimiertes 
Pyrogallol (pro analysi) in einen 100 ccm fassenden MeBkolben 
iiberfiihrt. Nach dem Auffiillen der Lésung mit S-freilem Wasser 
bis zur Marke, soll dieselbe farblos oder héchstens ein wenig 
gelbstichig sein. Diese Liésung ist monatelang haltbar. Sie ist 
selbst dann noch brauchbar, wenn sie dunkelbraun geworden ist. 


3. Zinklésung. 
50 g Zinkacetat, 10 g Natriumacetat und 0,05 g NaCl (alle 
drei Stoffe pro analysi Merck), werden in einem Einliter-MeBkolben 


in reinem destiliertem Wasser gelist. Obwohl diese Loésung 
nach kurzem Stehen triib wird, ist sie trotzdem brauchbar. 


4. Reagenslésung. 
1g Dimethyl-p-phenylendiaminsulfat (Merck) wird mit 
100 cem Wasser in einem 2-Liter-MeBkolben itiberfiihrt und so- 
fort mit 400 ccm vorbereiteter, konzentrierter, reinster Schwefel- 
siure vom Spez.-Gew. 1,71 unter Kiihlung versetzt. Dann wird 
ebenfalls unter Kiihlang bis zur Marke aufgefillt. Die farblose 
Lésung ist unbeschriinkt lange haltbar. 


5. Eisenlésung. 


25 g Ferriammoniumsulfat (pro analysi Merck) werden mit 
5 ccm reinster konzentrierter Schwefelsiure vom Spez.-Gew. 1,71 
versetzt und das Ganze in einem MeBkolben von 200 ccm Inhalt 


bis zur Marke mit destilliertem Wasser aufgefiillt. 
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6. Methylrotlésung. 


A-Liésung: in einem 100 ccm MeBkolben werden 100 mg 
reinstes Methylrot (pro analysi Merck) in absolutem Alkohol gelist. 

B-Liésung: 1 cem A-Lésung wird in einem 100 ccm Meb- 
kolben mit absolutem Alkohol bis zur Marke aufgefiillt. 


7. Methylenblaulésung. 


In einem 1000 ccm MeBkolben werden 46,7 mg reinstes 
Methylenblau (pro analysi Merck) in destilliertem Wasser gelést. 


8. Bereitung der Testlosung. 
20ccm Zinklésung, 7,5 ccm Reagenslésung, 2 ccm Kisenlésung, 
1cem Methylrot B-Lésung und 5ccm Methylenblaulésung werden 
in einem MeBkolben auf 50 ccm mit destilliertem Wasser aufgefiillt 
und 5—10’ stehen gelassen. Diese Testlisung ist 12—-24 Stunden 


verwendbar. 


9. Sirupése Phosphorsiure. 


Reinste S-freie Phosphorsiiure — das Mercksche Priparat 
pro analysi ist sehr gut verwendbar — wird in sehr wenig S-freiem 
Wasser vorsichtig aufgelést. Dann wird noch so lange Phosphor- 
siure zugesetzt, bis sich ein Bodenkérper bildet. 10 ccm der 
Lésung, die in einer mit einem eingeschliffenen Stopfen ver- 
sehenen Reagenzglase aufgehoben werden, reichen fiir einige 
100 Bestimmungen. 


10. Schwefelfreies Wasser. 


Gewohnliches Wasser wird zuerst mit einigen K6rnchen 
Na,CO, neutralisiert oder ganz schwach alkalisch gemacht, dann 
iiber Kaliumhypermanganat abdestilliert. Der Destillierapparat 
ist aus Jenenser Glas verfertigt. Zur Verbindung des Destillier- 
kolbens wird ein besonderer VerschluB verwendet, denn weder 
Gummi noch Kork kénnen verwendet werden. Glasschlifie, die 
ansonst die Besten wiren, ergeben eine allzu starre Bindung. 
Um diesen zweckmiBigen VerschluB zu erzielen, wird das seitlich 
absteigende Rohrende des Destillierkolbens ein wenig nach unten 
gebogen und einige cm vor dem Ende spindelférmig ausgeblasen. 
Der Durchmesser des Seitenrohres soll derart, gewahlt werden, 
daB man das Rohr noch eben in das entsprechend gebogene Ende 
des Kiihlrohres schieben kann. Es entsteht dadurch zwischen 
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Kihlung und Kolbenrohr eine bajonnettiérmige Verbindung. Beim 
Beginn der Destillation entweicht infolge der undichten Verbindung 
ein wenig Wasserdampf. Spiter verhindert das zwischen den beiden 
Rohren niedergeschlagene Wasser ein Entweichen des Dampfes. 
Den Hals des Destillierkolbens verschliebt man am besten mit 
einem kleinen Trichter, in den man noch ein Uhrschale legt. Die 
Vorlage wird durch einen dreimal durchbohrten Korkstopfen ver- 
schlossen. Die eine Bohrung dient fiir das Kiihlrohr, die zweite 
fiir einen mit einem Glashahn versehenen AblaBheber und die 
dritte fiir ein kleines Natronkalkrohr. 


11. K,SO,-Lésung. 

A-Lésung: 109g reinstes K,SO, (pro analysi Merck) werden 
in einem 100-ccm-MeBkolben in S-freiem Wasser gelést und bis 
zur Marke gefiillt. 

B-Lésung: 5 ccm A-Lésung werden mittels einer reinen 
Pipette in einen 100-ccm-MeBkolben gefillt und dann bis zur 
Marke mit S-freiem Wasser aufgefiillt. 1 ccm dieser Lésung 
enthilt 0,010 mg Schwefel. 


12. Waschflissigkeit fiir das Gas. 


|. 2°/, ige KMnO,-Lésung. 
2. konzentrierte HgCl,-Lésung. 


Schwefelbestimmung in einer Sulfatlosung. 


Kine bestimmte Menge der beschricbenen Sulfatlésung wird 
in ein reines Destillierkélbchen gebracht, mit wenig S-freiem 
Wasser nachgewaschen und eingedampft. Nach dem Reinigen 
des Destillierapparates wird die Waschflasche mit 5ccm Wasch- 
fliissigkeit gefiillt, wobei das Benetzen des Gasausleitungsrohres 
sorgfiltig vermieden werden mu8. Die Waschflasche wird durch 
den eingefetteten Schliff des Kihlrohres an dieses angeschlossen 
und mit Gummiringen gesichert. Nun wird ein Ansatzréhrchen, 
das vorher mit destilliertem Wasser abgespiilt wurde, durch ein 
Stiickchen Gummischlauch mit dem Gasableitungsrohr der Wasch- 
flasche — Glas an Glas — verbunden. Ein 10 oder 50 ccm 
Mebzylinder, der mit 4 bzw. 20 ccm Zinklésung gefillt wird, 
dient als Vorlage. Er wird an das Stativ des Kihlers befestigt. 
Das Ansatzréhrchen soll bis zum Boden der Vorlage reichen. 
Nachdem die Lisung im Destillierkélbchen vollstandig eingedampft 
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wurde, gibt man einige Siedesteinchen hinzu*) und befestigt das 
Kélbchen an den Kiihler. Zur Dichtung wird sirupése Phosphor- 
siiure verwendet, die mittels eines Glasstabes auf den Schliff des 
Kiihlers aufgetragen wird. Die Verbindung des Kiihlers mit dem 
Kélbchen wird durch strafigespannte Gummiringe gesichert. Erst 
jetzt wird der Destillierapparat an den Gasentwickler angeschlossen. 
Der die Gaszuleitung regulierende Quetschhahn unterbindet vor- 
erst vollkommen den Gasstrom, so daB das Gas nur durch den 
Manometer entweichen kann. Bevor man den Gasleitungsschlauch 
iiber das Gaseinleitungsréhrchen des Destillierkélbchens stiilpt, mub 
der Glasstift locker in das Einleitungsréhrchen geschoben werden. 

Zur Einfillung des Siuregemisches in das Kélbchen dient 
die obere Offnung des Kiithlrohres. Nachdem der Glasstopfen mit 
sirupéser Phosphorsiure befeuchtet wurde, laBt man 2 ccm von 
der stark geschiittelten Sauremischung derart in das Kélbchen 
flieBen, daB die Offnung des Seitenrohres am Kiihler nicht benetzt 
werde. Nun wird die obere Offnung mit dem schon vorbereiteten 
Stopfen rasch verschlossen. Auch dieser VerschluB wird durch 
(zummiringe gesichert. 

Der ganze Apparat ist nunmehr geschlossen und man kann 
mit der Gasdurchstrémung beginnen, Zu diesem Zwecke wird 
der Quetschhahn des zufiihrenden Gummischlauches vorsichtig 
aufgedreht und der Gasstrom derart reguliert, daB durch die 
Waschflissigkeit héchstens zwei Blischen gleichzeitig durchperlen. 
Nachdem dies geschehen ist, kann man mit dem Erhitzen beginnen. 
Die Flamme des Mikrobrenners oder eines Bunsenbrenners, dessen 
Kamin abgeschraubt wurde, soll so hoch sein, daB der Kolben- 
inhalt in 2—3 Minuten ins Sieden kommt. Dazu ist erfahrungs- 
gemiB eine etwa 2—3 mm hohe Flamme notwendig. Die Destillation 
soll zumindest 30’ dauern. 

Nach Beendigung der Destillation wird das Ansatzréhrchen 
abgespilt, dann mit der Hand vom Gummischlauch losgeldst, 
ohne jedoch dabei aus der ein wenig tiefer gestellten Vorlage 
vollkommen herausgehoben zu werden. Nun laBt man es in die 
Vorlage gleiten, die man jetzt mit dem dazugehdérigen Stopfen 
verschlieBt. 


*) Siedesteinchen bereitet man am besten aus kleinen Tonperlen, wie 
man sie etwa zur Defibrinierung des Blutes verwendet. Diese Tonperlen 
werden in einem MoOrser vorsichtig zerschlagen, der Staub und die kleinsten 
Partikelchen werden weggeworten und der Rest nacheinander mit destilliertem 
und S-freiem Wasser ausgekocht. 
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SchlieBlich wird der Gasstrom unterbrochen, indem man die 
Verbindung zwischen Gummischlauch und Destillierkélbchen lést. 
Der Brenner wird erst jetzt abgestellt. Nachdem noch das 
Destillierkélbchen und der obere Stopfen des Kiihlrohres vom 
Apparat entfernt wurden, ist derselbe zu einer neuen Bestimmung 
wieder bereit gestellt. Die Waschflasche braucht nicht von neuem 
gefiillt zu werden, denn eine Fiillung reicht zumindest fiir 10 Be- 
stimmungen aus. Auch braucht der Apparat nicht von neuem 
gewaschen zu werden. Sobald die Waschiliissigkeit ausgetauscht 
werden mub, geniigt es, nachdem man den Schliff der Waschflasche 
mit einem im destillierten Wasser ausgekochten Tuche griindlich 
abgewischt hat, die alte Waschfliissigkeit auszugieBen und durch 
eine neue zu ersetzen. Der obere Schliff am Kihler braucht 
nicht einmal abgewischt, héchstens soll der Stopfen abgetrocknet 
werden. Der untere Schliff des Kiihlers muB jedoch jedesmal, 
bevor ein neues Kélbchen angelegt wird, sehr sorgfiltig mit einem 
mehrmals ausgekochten Tuche abgetrocknet werden. 

In der Vorlage wird nun die Farbstoffbildung in der Weise 
ausgefiihrt, wie dies bei der H,S-bestimmung angegeben ist. Ks 
werden nacheinander Reagenslésung und Kisenlésung zugefiigt, 
wobei der Zylinder jedesmal rasch geschlossen werden mub. 
Die Reihenfolge der Reagenzien ist peinlich genau einzuhalten. 
Nachdem man den Zylinder einigemale hin und her geschwenkt 
hat, 14Bt man ihn eine Stunde stehen. Dann fiillt man ihn mit 
destilliertem Wasser bis zur Marke auf und kann sofort mit den 
colorimetrischen Vergleichen beginnen. Doch ist es empfehlens- 
wert 5—6 Minuten zu warten. 

Ks ist zweckmiiBig die Testlésung noch wihrend der Destil- 
lation zu bereiten. Jedenfalls soll man sie vor dem Gebrauch 
etwa 10 Minuten fertig stehen lassen. 

Die Zinksulfidlésung kann vor der Caroschen Reaktion einige 
Stunden ohne Schaden stehen gelassen werden. Ks ist jedoch 
besser und zweckmibiger, die Carosche Reaktion sofort durch- 
zufiihren und eher mit dem Farbenvergleich zu warten, falls die 
Umstiinde es erfordern sollten. 


Die Berechnung des Sulfatschwefels. 


Die Berechnung des Sulfatschwefels wird also wie die des 
Sulfidschwefels durchgefiihrt (s. 0.). Hierzu kommen aber noch 
folgende neue Momente: 
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1. kann bei der Blindwertbestimmung eine minimale Fiarbung 
auftreten, die in Abrechnung gezogen werden mub. 
2, Das Volumen des Ansatzréhrchens mub_ beriicksichtigt 


werden. 
Das erstere wird durch eine einfache Subtraktion des Blind- 


wertes bewerkstelligt, d.h. es wird z = 11,6 a — 4 (b = Blindwert). 


Die zweite Korrektion wird an dem Volumen der Vorlage 
durchgefiihrt, d. h. an dem Wert des v. Ist das Volumen des 
Ansatzrohrchens gleich 7, so wird durch dieses das Volumen des 
Caroschen Reaktionsgemisches nach der Auffiillung kleiner werden, 
d.h. v —7r somit: 

pans .% 
y 

Die Genauigkeit der Berechnung hiingt von der exakten Er- 
mittlung des Zahlenfaktors ab. Zur Bestimmung desselben habe ich 
mangels haltbarer Sulfidlésungen die beschriebene K,SO,-Lésung 
verwendet. Nach Bestimmung des Schwefelgehaltes zweier Proben, 
die bekannte, jedoch verschiedene K,SO,-Mengen enthalten, er- 
geben sich folgende 2 Gleichungen: 





v-r v—r 
. — 4, und 2, = Uy — —b,. 
YW 19 Y2 se 


In diesen zwei Gleichungen sind nur a und 4 unbekannt, 
die sich aber aus den Gleichungen berechnen lassen. Auf diese 
Weise kann man somit nicht nur den konstanten Zahlenfaktor, 
sondern auch den Blindwert bestimmen. Der Umstand, dab bei 
der Berechnung von S aus Sulfaten derselbe Zahlenfaktor (Z) 
auftritt wie bei der Berechnung von S aus den Sulfiden, beweist, 
daB die Reduktion der Sulfate durch die Siuremischung quanti- 
tativ erfolgt. 

Die gesamte Dauer der Sulfatbestimmung iibersteigt nicht 
21/, Stunden, wobei etwa 20 Minuten direkte Arbeitszeit erforderlich 
sind. Bei Serienbestimmungen kann man bei der Beniitzung 
eines Apparates nach */, Stunden mit der nichsten Bestimmung 
beginnen. Zur Hiniibung der Methode geniigen 2—3 Bestimmungen. 
GroBere Feliler in der Bestimmung als + 5°), kommen nicht vor, 
sobald man nur die Vorschriften befolgt. Vor allem ist darauf 
zu achten, daB der Apparat dicht sei; weiter mu die Siure- 
mischung sehr sorgfiltig bereitet werden und schlieBlich muB auf 
die Reinheit der Reagenzien, besonders des Wassers, sehr ge- 
achtet werden. Jedenfalls ist es angezeigt, von Zeit zu Zeit zur 
Kontrolle Probebestimmungen mit der K,SO,-Testlésung zu machen. 
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Die Brauchbarkeit der Bestimmungsmethode illustrieren die 
in der Tabelle 1 angefiihrten 14 Bestimmungen, die hintereinander 
ausgefiihrt wurden. 














thy, = bo § <= & x Differenz 
mc : ody = 3 5 ¢ ' 
Nr. Ss ¥ = 22 a. L = 2°) berech. gefund.JAbsolut "le 
RD - ~ 21° sie wf 
ve | = Ain & in Mikrogramm] in Mikrogramm 
I 0,5 9,45 20 21,0 0,30 3,0 5,00 0,0 — 0,0 
21 0,5 | 9,45] 20 | 20,5 | 0,30 5,0 §=-5 16 | +011 +38,8 | 
3] 0,75 | 9,457] 20 | 14,2 | 0,30 7,5 7,02 | +0,02 + 0,3 
4 0,75 9,45 20 14,3 0,30 7,9 7,60 + 0,10 + 0,25 
5110 | 945] 20 | 10,4 | 030 | 100 104 | +04 + 4,0 
6] 1,0 9,45 20 11,0 0,30 10,0 9.8 — 0,2 — 2,0 
7/1 1.5 | 9,45] 20 7,4 | 08 15,0 | 14,7 1-038 | ~ 20 
s 11,5 | 9,45] 20 7,3 | 0,30 15,0 149 |—01  — 0,066 
9] 2,0 | 48,9 20 27,3 0,30 20,0 20,5 + 0,5 + 2,5 
10 | 2,0 | 48,9 | 20 | 27,5 | 0,30 | 20.0 203 |+03 +41,5 
11 3,0 48,9 20 19,5 0,30 30,0 28,82 —1,18 — 3,9 
12] 30 1489 | 20 | 195 | 0,30 | 300 2882 |—-118 - 3,9 
13] 40 |48,9 | 20 | 148 | 0,30 | 400 381 |-19 -4,8 
14] 40 [489 | 20 | 143 | 0,30 | 400 395 |-05 -1,2 














Zum Schlusse erachte ich es als meine angenehme Pflicht, 
Fr]. Adele Vorel fiir deren mit unendlichem FleiBe und Ausdauer 
durchgefiihrte Mitarbeit an dieser Stelle meinen verbindlichsten 
Dank auszusprechen. 
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Zur Kenntnis der proteolytischen Wirkungen 
farbloser Blutkérperchen. 


Zweite Abhandlung?) tber Enzyme der Leukocyten. 
Von 


Richard Willstitter, Eugen Bamann und Margarete Rohdewald. 





(Aus dem Chemischen Laboratorium der Bayerischen Akademie der Wissenschaften 
in Minchen.) 


(Der Redaktion zugegangen am 12. Oktober 129.) 


Die vorliegende Untersuchung soll zur proteolytischen Analyse 
der Leukocyten beitragen. Das noch ferne Ziel ist die voll- 
kommene enzymatische Beschreibung und Unterscheidung der 
einzelnen Arten farbloser Blutzellen verschiedener Tiere, wodurch 
ihre morphologische, histologische und phylogenetische Differen- 
zierung erginzt werden soll. 

Fiir unsere bisherige Kenntnis sind die Untersuchungen aus 
amerikanischen Instituten, namentlich von KE. L. Opie’), grund- 
legend, in denen die proteolytischen Wirkungen der Zellen aus 
Knochenmark, aus lymphatischem Gewebe und aus Exsudaten 
verglichen wurden. Weitere Kenntnis der Phagocyten in bezug 
auf ihre enzymatische Ausriistung und ihre Funktionen verdankt 
man zablreichen Arbeiten von N. Fiessinger, die in dem Buche‘*) 
,ues ferments des leucocytes en physiologie, pathologie et théra- 
peutique générales zusammengefaBt sind. Wie auch die zu- 
sammenfassende Darstellung in C. Oppenheimers Handbuch 
Die Fermente“ zeigt‘), gibt es viele einander widersprechende 
Angaben in der Literatur. Nach Fiessinger®), der die ilteren 





1) Erste Abhandlung: Diese Zs. Bd. 180, S. 127 (1928/29). 

2) Jl. Exp. Med. Bd.7, S. 316, 759 (1905); Bd. 8, S. 410, 536 (1908); 
vgl. ferner J. W. Jobling u. 8S. Strouse, Jl. Exp. Med. Bd.16, 8S. 269 
(1912). 
8) Paris, Masson et Cie., 1923. 
4) Bd. I, S. 1027, 1031 (1926). 
5) A. a. O., S. 88, 97, 102. 
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Angaben von G. Jochmann und E. Miller’) bestatigt, sollen in 
den Leukocyten der Pflanzenfresser die proteolytischen Knzyme 
fehlen. Diese Unterscheidung zwischen den Blutzellen der Pflanzen- 
und der Fleischfresser besteht aber nicht zu Recht. Nach unseren 
Analysen unterscheiden sich die farblosen Blutkérperchen des 
Pferdes nicht wesentlich von denen des Hundes. Andere Wider- 
spriiche gibt es z.B. in bezug auf den Erepsingehalt. Nach 
S. Mancini’) soll Erepsin in den Leukocyten fehlen. Es wird 
im folgenden gezeigt, daB allen untersuchten Proben starke erep- 
tische Wirkung eigen ist. 

Von den Ergebnissen Opies ist das wichtigste die Beob- 
achtung*), daB in verschiedenen Blutzellen zwei proteolytische 
Enzyme vorkommen, Leuko- und Lymphoprotease, in den granu- 
lierten polymorphkernigen Neutrophilen aus dem Knochenmark 
eine im neutralen oder alkalischen Bereich wirkende Proteinase 
und eine im sauren Gebiet wirkende in groBen, nicht granulierten 
sogen, mononuclearen Zellen, die aus sterilen Exsudaten stammen 
und auf lymphatische Herkunft zuriickgefiihrt werden. Fiessinger‘4) 
aber begegnet der im sauren Bereich wirkenden Proteinase nicht, 
er bezweifelt die Existenz der Lymphoprotease. 

Unsere Untersuchung geht aus von Beobachtungen iiber die 
proteolytischen Knzyme der Magenschleimhaut. Wir fanden vor 
kurzem darin und in den kiuflichen Pepsinpriiparaten eine das 
Pepsin begleitende, in schwach saurem Gebiet (optimal bei p,, = 4 
bis 5) wirkende Proteinase. Sie scheint nicht in Form von Sekret 
aufzutreten. Ks lag nahe, eine Beziehung zwischen diesem Enzym 
und der von 8S. G. Hedin®) und neuerdings von E. Waldschmidt- 
Leitz und W. Deutsch®) beschriebenen in schwach saurem Ge- 
biet wirkenden #-Protease der Milz aufzusuchen. Unsere Vor- 
stellung fiihrt dieses proteolytische Enzym, das wir als ,,Kath- 
epsin“ bezeichneten, auf die farblosen Blutzellen zuriick, und 
zwar auf die lymphatischen und lymphoiden Gewebe. Diese An- 
nahme steht damit in Einklang, daf nach einer dlteren Arbeit 


!) Miinch. med. Wochenschr. 1906 S. 2002. 

*) Biochem. Zs. Bd. 26, S. 140 (1910). 

3) JI. Exp. Med. Bd. 8, S. 410 (1906) und zwar S. 433. 

) A. a. O., S. 82, 84, 87. 

5) $. G. Hedin u. S. Rowland, Diese Zs. Bd. 32, S. 341, 531 (1901); 
S. G. Hedin, Jl. of Physiol. Bd. 30, S. 155 (1904); Biochemical Jl. Bd. 2, 
S. 112 (1906/07); Jl. of Biol. Chem. Bd. 54, 8. 177 (1922). 

*) Diese Zs. Bd. 167, S. 285 (1927). 
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von S.G. Hedin und 8S. Rowland!) in den Lymphdriisen und 
daB nach R. N. Nye*) im normalen Lungengewebe eine im sauren 
(gebiet wirkende Protease enthalten ist. 

Wir beginnen mit dem Versuch, die Darstellung der Leuko- 
cyten aus Blut auf einen etwas gréBeren Mabstab zu tibertragen 
und ihre Analyse dem heutigen Stand unserer Kenntnis von den 
proteolytischen Enzymen anzugleichen. Ihre Spezifitit ist ge- 
nauer zu beriicksichtigen, auch die Auflésung der natiirlichen Ge- 
mische in einzelne Komponenten, besonders die des Erepsins, nach- 
dem W. Grassmann’®) im Hefeerepsin, K. Waldschmidt- Leitz, 
A. K. Balls und J. Waldschmidt-Graser‘) im Darmerepsin Di- 
und Polypeptidase unterschieden und soeben E. Waldschmidt- 
Leitz und A. Purr®) eine weitere (Carboxy-) Polypeptidase als 
Bestandteil des Pankreastrypsins entdeckt haben. 

Die farblosen Zellen aus dem Blut mehrerer Tierarten ent- 
halten Trypsin und zwar wirkt es aktiviert®), aber die Wirkung 
ist eine schwache, besonders im Vergleich mit der Pankreasdriise ; 
dies war nach den Literaturangaben nicht zu erwarten. Noch 
schwicher findet sich Kathepsinwirkung, sie ist nachweisbar in 
den Zellen von Pferde- und Schweineblut. Ausgepriigt war Kath- 
epsinwirkung in einem Beispiel der Leukocyten aus dem Blut 
eines kranken Hundes, ferner in den Zellen aus sterilem Pleura- 
exsudat und aus Knochenmark. Eine Unterscheidung der Pro- 
teinasen in bezug aut die Zugehorigkeit zum myeloischen und zum 
lymphatischen System ist noch nicht zu treffen. 

Die ereptische Wirkung des Gemisches farbloser Blutkérper- 
chen ist zumeist stark, sie beruht auf dem Vorkommen sowohl 
der Dipeptidase wie der (Amino-) Polypeptidase. Auch die Carb- 
oxy-Polypeptidase liBt sich nachweisen, wihrend die von W.Grass- 
mann, H. Dyckerhoff und O. v. Schoenebeck") aufgefundene 
Prolylpeptidase nicht beriicksichtigt werden konnte. 


1) Diese Zs. Bd. 32, S. 341, 531 (1901). 

*) JI. Exp. Med. Bd. 35, 8S. 153 (1921). 

°) Diese Zs. Bd. 167, 8S. 202 (1927); W. Grassmann u. H. Dycker- 
hoff, Diese Zs. Bd. 175, S. 18 (1928); Chem. Ber. Bd. 61, S. 656 (1925). 

*) Chem. Ber. Bd. 62, S. 956 (1929). 

5) Chem. Ber. Bd. 62, S. 2217 (1929). 

°) Es ist natirlich noch nicht zu entscheiden, ob das Trypsin und die 
Enterokinase zusammen in einer und derselben Zellart vorkommen oder ob 
unter den Bedingungen der proteolytischen Messung di¢ [:nterokinase zum 
Trypsin gelangt. 

7) Chem. Ber. Bd. 62, S. 1307 (1929). 
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Ks ist bemerkenswert, wie genau die farblosen Blutzellen 
und die Pankreasdriise iibereinstimmen in ihren enzymatischen, 
besonders den proteolytischen Systemen, die aus Trypsin und der 
in der Pankreasdriise davon getrennt vorkommenden Entero- 
kinase und aus drei von den heute bekannten Peptidasen be- 
stehen, vielleicht auch aus Kathepsin, das nach K. G. Dernby?) 
im Pankreas vorkommen soll. Nun ist es bekannt, wie grof die 
Abhingigkeit der Pankreassekretion von der Blutversorgung der 
Driise ist’), ferner, in welchem MaBe von der Art der Nahrung 
zwar die Produktion von Pankreassaft*), aber nicht sein ver- 
hiltnismiBiger Gehalt an den verschiedenen Enzymen‘) abhingig 
ist. Alle diese Umstiinde fiihren uns zu der Frage, ob wirklich 
die Pankreasdriise ebenfalls alle die enzymatischen Komponenten 
selbstiindig hervorbringt, genau so wie sie aus dem myeloischen 
sowie dem lymphatischen und monocytiren System in die Blut- 
bahn geliefert werden, oder ob sich in der Driise Auslese und 
Auflésung von Blutzellen vollzieht. 


Experimenteller Teil. 


Zur praparativen Gewinnung der Leukocyten. 


Die farblosen Blutzellen lassen sich entweder aus frischem 
Blut durch traktioniertes Sedimentieren oder aus defibriniertem 
Blut durch fraktionierte Zellauflésung gewinnen. Das erste Ver- 
fahren (Hekma, Hamburger) eignet sich leider nur fiir Pferdeblut 
gut (schwieriger fiir Schweineblut), bei anderen Blutarten miB- 
lingt die T'rennung, die auf rascherem Niedersinken der Erythro- 
cyten beruht. Ein weiterer Nachteil besteht darin, daB zur voll- 
stiindigen Entfernung der roten Blutkérperchen hiufiges Aus- 
waschen der Leukocyten nétig ist. Dabei kann bei einem Teil 
der Knzyme Verlust stattfinden; in der Tat fanden wir die Ham- 
burger-Leukocyten armer an Dipeptidase als Szilard-Leukocyten. 

Die bei verschiedenen Tierarten anwendbare zweite Methode 
(z. B. Verfahren nach Szilaird) hat den Nachteil, daB folgend 
auf die Erythrocyten auch ein ‘Teil der farblosen Blutzellen der 
Zerstérung durch Siure-, vielleicht auch durch Alkaliwirkung 





') Jl. of Biol. Chem. Bd. 35, 8S. 179 (1918) und zwar S. 213. 

*) B. P. Babkin, Die diuBere Sekretion der Verdauungsdriisen, 2. Aufl., 
Berlin 1928, S. 620, 626. 

) A. a. O., S. 470. 

‘) A. a. O., S. 484, 493. 
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anheimfallt. Den gut erhaltenen, in der Form nicht geschiidigten 
Leukocyten sind giinstigenfalls 20—30°/, zerstérte beigemischt. 

Nach den beiden Methoden kann sich die Zusammensetzung, 
die morphologische und die enzymatische, der farblosen Blut- 
zellen in ungleicher Weise verschieben. Im einen Falle erfolgt 
eine gewisse Fraktionierung beim Sedimentieren, im anderen Fall 
eine Schidigung der gegen anormales p,, empfindlicheren Zellen 
und empfindlicheren Knzyme. 


1. Darstellung (aus dem gesamten, nicht defibrinierten Pferdeblut) 
nach E. Hekma!') und H.J. Hamburger.’) In eine graduierte Flasche 
war z. B. 1 Liter 0,7°/,ige Natriumchloridlésung eingefiillt, die zur volligen 
Verhiitung der Fibrinabscheidung Dinatriumcitrat (1,1 °/,, wasserfrei) ent- 
hielt. Wir lieBen 3 Liter Blut aus der Halsvene des Tieres zuflieBen und 
bewahrten die Mischung zur Beschleunigung des Absitzens der roten Blut- 
kérperchen im Eisschrank auf. Nach 1—2 Stunden lieB sich die triibe 
gelbliche Fliissigkeit vom Erythrocytenbrei vorsichtig abheben. Durch sehr 
kurzes Zentrifugieren bei hoher Tourenzahl wurde der diinne rétliche Be- 
lag von Leukocyten gewonnen, denen stets noch Erythrocyten beigemischt 
waren. Nur durch wiederholtes oder hiiufiges Auswaschen mit 0,9°/,iger 
Kochsalzlésung, zweckmiBig mit einem Gehalt von 0,1 °/, Ammonoxalat’), 
gelang es, sie vollistiindig zu beseitigen. Das Sediment wurde aus den 
groBen Zentrifugenbechern mit der Waschfliissigkeit in kleine Zentrifugen- 
gliser ibergespiilt; die Erythrocyten blieben bei ganz kurzem Zentrifugieren 
(derart, daB die Lésung etwas triib blieb) suspendiert. Die Ausbeute an 
Leukocyten-Sediment, das hell war und ein schénes mikroskopisches Bild 
gab, entsprach einem Trockengewicht von 0,2 g aus 1 Liter Blut. 

2. Darstellung aus defibriniertem Blut nach P. Szilard’‘). 
Die rasche und schonende Himolyse wird durch eine je nach der Tierart 
verschiedene Menge der Mischung von 80 °/, 2,5 °/,ige Essigsiiure und 20 °/, 
2 °/,ige Weinsiure bewirkt. Ihr py ist 2,3; auf Zusatz der geeigneten 
Menge von 


120 cem Siiuregemisch fiir 100 cem Pferdeblut oder Hundeblut 
150 cem 2 » 100 cem Schweineblut 


wird py = 3,8—4,2 im Pferde- und Hundeblut erreicht. Es dauert '/, bis 
1 Minute, bis dag Blut lackrot und durchsichtig geworden ist. Ehe die 
Leukocyten merklich angegriffen werden, neutralisiert man jetzt sogleich 
mit verdiinntem Alkali, dessen Menge im Vorversuch unter Anwendung 
von Phenolphthalein ermittelt wurde. Dariiber hinaus verwendet man nach 
Szilard auf 100 cem Biut noch etwa 10 cem iiberschiissige 2°/,ige Kali- 


1) Biochem. Zs. Bd. 11, S. 177 (1908). 

2) Die Technik des Arbeitens mit Phagocyten zu_ biologischen 
Zwecken“, Abderhaldens Handbuch der biochem. Arbeitsmethoden, Bd. 9, 
S.1 (1919). 

*) Nach 8S. Mancini, Biochem. Zs. Bd. 26, S. 140 (1910). 

‘) Pfligers Arch. Bd. 211, S. 597 (1925). 
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lauge, um die Lrythrocyten- und Thrombocytensubstanz mdglichst auf- 
zulésen. 

Mit den Blutmengen (bei Szilard nur 10 ccm) gehen wir nicht viel 
iiber */, Liter hinaus, damit nicht die Operationen z. B. an der Zentrifuge 
zu langwierig werden. Beispielsweise lassen wir in 400 cem geschlagenes 
und durch Gaze coliertes Hundeblut unter stiindigem Umschwenken 500 eem 
2°/, Essigsiiure und 0,4 °/, Weinsiure enthaltende Lésung einflieBen. Nach 
der Hiimolyse und dem Alkalisieren (mit 572 cem 2 °/,iger Kalilauge) ge- 
winnen wir sofort durch kurzes Zentrifugieren einen diinnen, weiBen 
Belag von Leukocyten, der nur noch 2 mal in den Glisern einer kleineren 
Zentrifuge mit Locke-Lésung (0,9°/, NaCl mit je 0,02°/, KCl, CaCl,, 
NaHCO,) ausgewaschen wird. 

Zwischen dem Tod des Ticres und der Fertigstellung des Priparates, 
das im Aufstrich nach dem kombinierten Giemsa-May-Griinwald-Verfahren ') 
gepriift wird, brauchen nicht ganz 2 Stunden zu liegen. Die Ausbeute, 
héher als nach dem Hekma-Verfahren, betrug z. B. 1,05 g Frischgewicht; 
sie entsprach also 0,44 g getrockneten Leukocyten aus 1 Liter Blut. 


Die nach beiden Verfahren aus derselben Blutprobe ge- 
wonnenen farblosen Zellen stimmten im Trypsingehalt annihernd 


iiberein. 

1. Versuch: Leukocyten nach Hamburger, 19,3 mg Trockengewicht, 
bewirkten Caseinspaltung bei py = 8,3 in 24 und 72 Stunden entsprechend 
1,00 und 1,60 cem 0,05n-KOH; das Vergleichspriiparat nach Szilard, 
17,2 mg Trockengewicht, bewirkte Spaltung entsprechend 1,06 und 1,80 cem. 

Im Peptidasegehalt stehen hingegen, wie im folgenden die 
Tab. 3 zeigen wird, die nach Hamburger gewonnenen Priparate 
weit zuriick; vielleicht traigt daran das zur Beseitigung der 
Krythrocyten nétige langwierige Auswaschen Schuld. 

Zur enzymatischen Analyse diente das Leukocytensediment 
entweder als ganz frische oder meistens aufbewahrte Suspension 
in 86°/,igem Glycerin. Vergleichende ‘T'rypsinbestimmung ergab 
Ubereinstimmung zwischen frischen Leukocyten und demselben 
6 Tage lang mit Glycerin aufbewahrten (Szilard-)Priparat. In 
das Glycerin gehen in einigen Tagen die leukocytiiren Enzyme 
zum betriichtlichen Teil tiber, aber nicht vollstindig. 


¥. Versuch: Frische Glycerinsuspension (4 Stunden alt) von 10,5 mg Leu- 
koeyten Trockengewicht bewirkte bei py = 8 Caseinhydrolyse in 27 Stunden 
entsprechend 0,75 eem 0,05 n-KOH, nach 6 Tagen entsprechend 0,80 cem, 

3. Versuch: Eine Glycerinsuspension von 27,6 mg Trockengewicht, 
5 Tage alt, bewirkte ebenso Spaltung in 7, 31, 46 Stunden, entsprechend 
0,30, 1,00, 1,30 ceem 0,05 n-KOH, dieselbe Menge filtriert unter gleichen Ver- 


hiltnissen Spaltung entsprechend 0,20, 0,63, 0,60 ccm. 


1!) Vgl. z. B. B. Romeis, Taschenbuch d. mikroskop. Technik, 8. 336, 


Berlin und Miinchen 1928. 
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Es gelingt, nach den zur Enzymisolierung aus Hefe aus- 
gebildeten Verfahren’), auch aus den Leukocyten die Enzyme 
freizulegen, z. B. durch Vergiften mit Toluol und Neutralisieren 
der entstehenden Siure. Mit Essigester erfolgt wie bei Hefe die 
Verfliissigung und die Séurebildung rascher. 

4. Versuch: Ein Leukocytenpriiparat, 17,9 mg Trockengewicht, bewirkte 
in 22 Stunden Spaitung von Leucyl-glycin entsprechend 2,10 cem 0,05 n-KOH. 
Der durch Freilegung mit Toluol und Neutralisieren gewonnene Auszug aus 
Leukocyten von 25 mg Trockengewicht bewirkte in derselben Zeit Spaltung 
entsprechend 1,80 ecm 0,05n-KOH. Die abfiltrierten Zellreste ergaben 
unter denselben Bedingungen Spaltung entsprechend 0,44 cem 0,05 n-KOH. 


Proteinasewirkungen der farblosen Blutzellen. 





Zur Proteinasebestimmung bei verschiedenen p,, (2—9) diente 
zumeist als Substrat Casein nach R. Willstitter, E. Wald- 
schmidt-Leitz, S. Dunhaiturria und G. Kiinstner?’), nur mit 
einer kleinen Abiinderung. Es war hier zweckmiibig, 0,24 g Casein 
(anstatt 0,30) im Volumen von 10 ccm anzuwenden. Als Puffer 
verwendeten wir im alkalischen Gebiet m-NH,-NH,Cl, im saueren 
Bereich von p,, 7—5 m/5-Citrat—Natronlauge, von p,, 5—2 zu- 
meist m/5-Citrat—Salzsiure und zwar 2,5 ccm Puffer im Versuchs- 
ansatz von 25 ccm. Vor dem Zusatz des sauren Puffers war es 
erforderlich, die gewiinschte Aciditiét mit n-Salzsiure annihernd 


einzustellen, 

Zum Vergleich wurden auch Gelatine und Clupein (Tab. 1, 
Vers. 8 und 9) als Substrate herangezogen, aber Gelatine war fiir 
dieses Enzymmaterial viel weniger geeignet, sie wurde schwer 
angegriffen. 

Die Anwendung von Casein in dem zu untersuchenden Bereich bietet 
gewisse Schwierigkeiten. In der Nihe des isoelektrischen Punktes (p,;,; = 5) 
war Ausflockung des Caseins nicht zu vermeiden. Und bei py = 4,3—4,5 
war das Casein zwar anfangs gelést, aber 6fters wurde die Fliissigkeit nach 
kurzer Proteolyse triibe und milchig, mitunter sogar gelatinés. Deshalb 
verteilten wir, um Probenahme mit der Pipette zu vermeiden, die Fliissigkeit 
fiir die Titrationsproben auf einzelne Glaser. Diese Erscheinung trat auch 
manchmal im Blindversuch mit Casein auf; dieses ist vielleicht nicht ganz 
frei von Protease. 


1 R. Willstitter, G. Oppenheimer u. W, Steibelt, Diese Zs. 
Bd. 110, S. 223 (1920) und zwar S. 237; R. Willstitter u. E. Bamann, 
Diese Zs. Bd. 151, S. 242 (1925) und zwar S. 264; R. Willstitter, 
K. Schneider u. E. Wenzel, Diese Zs. Bd. 151, S. 1 (1925) und zwar 8S. 7; 
R. Willstaitter u. W.Grassmann, Diese Zs. Bd. 153, 5. 250 (1926) und 
zwar 8S. 278. 

*) Diese Zs. Bd. 161, S. 191 (1926) und zwar S. 206. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CLXXXV. 18 
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Die Versuche mit dem Gemisch der farblosen Zellen aus 
Pferde-, Schweine- und Hundeblut, die in Tab. 1 wiedergegeben 
sind, ergaben ausgeprigte Trypsinwirkung. Die p,-Abhingig- 
keit stimmte mit den Vergleichsversuchen gut iiberein, die wir 
unter den nimlichen Bedingungen mit Pankreastrypsin ausgefiihrt 
haben. Verglichen mit dem Driisenauszug ist die enzymatische 
Wirkung der Leukocyten schwach, sie fallt etwa in die GréBen- 
ordnung der Hefeproteasen. Die grofbe Empfindlichkeit der farb- 
losen Blutkérperchen scheint keinen wesentlichen KinfluB auf das 
proteolytische Wirkungsvermégen der Priiparate zu haben; wenig- 
stens ergaben die Vers. 2 und 7, in denen die Leukocyten (nach 
Szilard) so rasch als irgend méglich gewonnen und sofort zur 
Wirkung gebracht wurden, keine giinstigeren Werte als andere 
Versuche, die in gréBerem Mafstab und mit lingerer Dauer der 
Operationen ausgefiihrt wurden. 

Die proteolytische Wirkung ist von neutraler Reaktion an 
am stirksten. Fiir den Vergleich mit Trypsin miissen und kénnen 
wir nicht entscheiden, welches p,, eigentlich das optimale fiir die 
Reaktion des Enzyms ist. Bei allen diesen Messungen im neu- 
tralen und alkalischen Gebiet ist nimlich vor allem zu beachten, 
daB die tryptische Wirkung immer durch die ereptische Spaltung 
der entstehenden Peptide verstiirkt erscheint. Die gefundenen 
Zahlen tiiuschen eine einfache p,,-Abhiingigkeit vor. Sie sind die 
Resultanten von verschiedenen enzymatischen Spaltungen. Die 
Frage des wahren p,,-Optimums wird sich nur dann lésen lassen, 
wenn das Trypsin in enzymatisch-homogenem Zustand und die 
Substrate bei konstanter chemischer und physikalischer Be- 
schaffenheit angewandt werden kénnen. 

Unsere Versuche sind fast alle ohne Aktivierung durch zu- 
gefiigte Enterokinase ausgefiihrt. Das Jeukocytiare Trypsin liegt 
also in aktiviertem Zustand vor, mindestens teilweise aktiviert. 
In Kontrollversuchen bewirkte Zusatz von Enterokinase keine 
zweitelsfreien Krhéhungen der Aciditiitszunahmen. Bei der langen 
Versuchsdauer, die fiir unsere Messungen nétig war, bedingt 
natiirlich die Anwendung von Enterokinase eine Gefahr: Die 
Priparate des Aktivators sind im allgemeinen keineswegs pepti- 
dasefrei; es wird sich in jedem Fall empfehlen, ihren Peptidasen- 
gehalt zu kontrollieren und zu _ beriicksichtigen. 

Aus den Werten der Tab. 1 kann man entnehmen, daB die 
Proteinase verschiedener Herkunft nicht in gleichem MaBe ein- 
heitlich ist. Das Verhaltnis zwischen den Wirkungen in schwach 
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saurem und in neutralem Gebiet ist ungleich. Bei schwach saurer 
Reaktion sind die tarblosen Zellen aus Schweine- und Pferdeblut 
(Vers. 1d, 2b, 8b) nicht stark, aber doch deutlich proteolytisch 
wirksam; Aktivierung durch Blausiiure war nicht nachweisbar. 
Die gefundenen Werte deuten auf eine Beimischung von Kathepsin 
hin, die sich bei Hundeblut nicht oder am wenigsten, bei jenen 
anderen Blutarten mehr bemerkbar macht. Pferde- und Schweine- 
blut gehéren zu den Blutarten, die einen verhiltnismiBig groBen 
Gehalt an Lymphocyten aufweisen. Die bekannten Angaben’) 
iiber den Gehalt des Blutes verschiedener Tiere an den einzelnen 
Zellarten geben leider nur Kenntnis von der Hiufigkeit, nimlich 
dem Verhiltnis der Anzahl, nicht vom Verhiiltnis der Massen 
(Trockengewichte) der Komponenten des Gemisches. 


Tabelle 2. 
Katheptische und tryptische Wirkung der Blutzellen. 


(Die Titrations-Proben von 5 cem enthalten 0,12 g Casein. 
Zusatz von Toluol; 30°.) 























Leukocyten Aciditiits- 
are Versuchs- 
f aee i zunahme 
Tier- | rs) = S Pu aauer i 
| Darstellung SES (Stunden) (cem 0,05 n- 
art So~ alkohol. KOH) 
|x 
Hund | Szilard ca.8 | 4,5] 24 48 91 140,94 1,34 1,64 
- Z ca. 8 | 8,3] 24 48 911]1,40 1,90 2,50 
Hund | Exsudat 16,7 | 4,5] 18 38 0,90 1,60 — 
- | ‘ 16,7 | 7.2]18 38 —]1,20 1,90 — 
Hund 150 mg rot. Knochenmark| — 441/19 — 751028 — 0,88 
‘ desgl. — 7,2719 — 751080 — 2,16 
| 
Hund | ae a. 300mg Knochen-| __ 2,0] 25 42 — 10,06 0,16 — 
mar 
“ desgl. = 3,38 | 25 42 — 10,04 0,44 — 
we | desgl. — 4,3 125 42 — 10,60 0,60 
— desgl. — 156/25 42 —]056 1,26 — 
— desg!. — |60]25 42 —]0,80 1,26 
. desg! — 171/25 42 —]1,44 2,24 
sé desgl. — 8,0] 25 42 —]1,44 240 — 





*) Vgl. Handb. der norm. und pathol. Physiol. Bd. 6, S. 58 (K. Biirker), 
3erlin 1928, 
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Kin abweichendes Bild von der p,,-Abhangigkeit der Pro- 
teinasewirkungen ergab ein Beispiel von Leukocyten des Hundes 
(Tab. 2, Vers. 1). Sie stammten aus dem Blut eines kranken 
Tieres (Blinddarmentziindung). Im schwach sauren Gebiet war die 
Caseinspaltung schon verhiltnismaBig bedeutend. Noch stirkere 
Proteolyse im sauren Gebiet bewirkten in einem einzigen von uns 
herangezogenen Beispiel die farblosen Kérperchen (Beimischung 
von Erythrocyten enthaltend) aus sterilem Exsudate, das aus der 
Pleurahéhle des Hundes nach dem Aleuronatverfahren?) gewonnen 
war (Vers. 2). Hier muB auf ein Gemisch von Kathepsin mit 
Trypsin geschlossen werden. Auch ein Leukocytenpraparat aus 
dem roten Knochenmark des Hundes (Vers. 3) bewirkte bei 
P,, = 4,4 deutliche KiweiBspaltung; wir miissen aber einen Glycerin- 
auszug (filtrierte Lésung) aus einem ihnlich gewonnenen Praparat 
vergleichsweise anfiihren (Vers. 4), bei dem keine ausgesprochene 
katheptische Wirkung zu beobachten war. 


Peptidasewirkungen der farblosen Blutzellen. 


Die wohlbekannte ereptische Wirkung der Leukocyten 1labt 
sich heute auf Grund der in den letzten Jahren gewonnenen 
Kenntnis von den peptidspaltenden Enzymen genauer analysieren. 
Die farblosen Blutzellen der untersuchten 3 Tierarten spalten in 
sehr schwach alkalischem Medium Dipeptid und Tripeptid (Tab. 3). 
Von diesen Hydrolysen iiberwiegt hier die letztere. Beide enzy- 
matischen Wirkungen aber sind viel starker als das tryptische 
Wirkungsvermégen der Leukocyten, obwohl gerade die ereptischen 
Enzyme sehr unbestaindig sind und in ihrer Erhaltung in den 
fertigen Priparaten in besonderem Ma8e von dem Verfahren und 
der Dauer der Darstellung abhingen, Wie bei Darmerepsin und 
Pankreaserepsin werden die Peptidspaltungen durch die Blutzellen 
auf ihren Gehalt an Dipeptidase und an (Amino-)Polypeptidase 
zurickzufiihren sein. 

Auch die soeben von E. Waldschmidt-Leitz und A. Purr 
entdeckte peptidspaltende Komponente des Trypsins, die (Carboxy-) 
Polypeptidase, konnten wir in einigen Bestimmungen beriick- 
sichtigen, fiir die uns Herr Prof. Waldschmidt-Leitz freund- 
lichst das zur Messung geeignete” Substrat Chloracetyl-l-tyrosin 


') Nach H. Buchner, siehe bes. E. L. Opie, Jl. of Exp. Med. Bd. 7, 
S. 316 (1905) und zwar 8.318 und Bd. 8, S. 410 (1906) und zwar S. 424; 
ferner C. Kling, Zs. f. Immunit. Forschg. Bd. 7, 1. Teil, S. 1 (1907). 








Zur Kenntnis d. proteolytischen Wirkungen farbloser Blutkérperchen, 
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zur Verfiigung gestellt hat. Nach Waldschmidt-Leitz und 
Purr erfihrt die (Carboxy-)Polypeptidase des Pankreas Aktivie- 
rung durch KEnterokinase. Da das ‘Trypsin der Leukocyten 
aktiviert vorkommt, brauchen wir zum Versuch mit dem Peptid 
nicht Enterokinase zuzusetzen, die uns noch nicht frei von 
(Carboxy-) Polypeptidase zugiinglich war. Die beobachteten Wir- 
kungen der (Carboxy-) Polypeptidase waren sehr gering. Wir 
fanden nimlich (Tab. 4) nur mit den Zellen des Schweineblutes 
deutliche Hydrolyse des Chloracetyltyrosins, mit denen des Hunde- 
und Pferdeblutes nur spurenweise. Gegen die gemessenen Aci- 
ditiitszunahmen tritt aber die médgliche Siurebildung durch 


Autolyse der Leukocyten doch zuriick. 


Tabelle 4. 
Wirkung von Biutzellen (nach Szilard) auf Chloracetyltyrosin. 
(Die Titrations-Proben von 5 cem enthalten 0,00014 Mol = 0,0368 g Chlor- 
acetyl-l-tyrosin. Zusatz von Toluol: py; = 7,4; 30°) 











Trocken-}| Versuchs- | Aciditiitszunahme 
Nr. Enzymmaterial gewicht dauer (cem 0,05 n- 
(mg) (Stunden) alkohol. KOH.) 
1 | Trockenpriip.*) a. Pankr.- 
Ausz., Schwein... 1,0 2 —- — 120 — — 
2 | Leukocyten vom Schwein] = 18,3 5 28 — | 0,30 0,50 
3 , Hund 15,1 — 16 66 | — 0,10 0,20 
4 7 . Pferd 14,0 — 24 — — 0,20 — 
5 " ———* 31,9 3 27 — | 0,10 025 — 








*) Mit Tonerde gereinigtes, also erepsinarmes Priparat, das wir 
der Freundlichkeit des Herrn Dr. W. Grassmann verdankten. 





Der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft sprechen wir 
unseren aufrichtigen Dank fiir die Férderung unserer Arbeit aus. 
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Uber das Vorkommen von Adenylsdure im Gehirn. 
Von 
Kourad Pohle. 


(Ausgefiihrt mit Unterstiitzung der Notgemeinschaft der Deutschen 
Wissenschaft). 


(Aus dem Institut fir vegetative Physiologie der Universitat Frankfurt.) 


(Der Kedaktion zugegangen am ‘). September 1929.) 


Vor kurzem wurde der Nachweis gefiihrt, dab Muskeltiitigkeit 
mit Ammoniakbildung verbunden ist, und dab als einzige Quelle 
dieses Ammoniaks eine Adenylsiure')*) in Betracht kommt, die 
von der hydrolytisch aus Hefenucleinsiure gewonnenen verschie- 
den ist und als Muskeladenylsiure*) bezeichnet wurde. Da von 
Tashiro,‘) von Winterstein und Hirschberg®) sowie von War- 
burg, Negelein und Posener®) Freiwerden von Ammoniak im 
iiberlebenden Nervengewebe schon vorher wahrscheinlich gemacht 
worden war, lag es nach der Isolierung der Adenosinphosphorsiure 
aus Muskulatur nahe, auch im Zentralnervensystem nach Adenyl- 
siiure als ammoniakbildender Substanz zu suchen. 

Freilich gelang es Résch und Te Kamp‘) in einer im 
hiesigen Institut ausgefiihrten Arbeit, in der die Ammoniakbildung 
bei Belichtung und beim Absterben der Netzhaut verfolgt wurde, 
nicht, in der Retina Muskeladenosinphosphorsiure nachzuweisen, j: 
die Tatsache, daB méglichst rasch nach dem Tode gewonnene 
Retina nach Zerstérung der Fermente im Gegensatz zur Musku- 
latur keine Ammoniakbildung unter Einwirkung des kiirzlich von 


1) G. Embden, Rona’s Ber., Bd. 38, 8. 157 (1927). — G. Embden, 
Klin. Wochenschr., Bd. 6, S. 628 (1927). 

*?} Embden u. M. Zimmermann, Diese Zs. Bd. 167, S. 137 (1927). — 
G. Embden, C. Riebeling u. G. E. Selter, Diese Zs. Bd, 179, S. 149 
(1928) und 3 anschlieBende Publikationen. 

5) G. Embden u. G. Schmidt, Diese Zs. Bd. 181, S. 130 (1929). 

*) Americ. Journ. of Physiolgy, Bd. 60, S. 519 (1922). 

°) Biochem. Zs. Bd. 156, S. 138 (1927). 

®) Biochem. Zs. Bd. 152, 8. 309 (1924). 

‘) Diese Zs. Bd. 175, S. 156 (1928). 
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G. Schmidt?) naher untersuchten Muskeladenylsiure des- 
aminierenden Fermentes erkennen laBt, spricht geradezu gegen 
das Vorkommen der letztgenannten Substanz in der Netzhaut. 
Trotz dieses negativen Befundes in einem genetisch dem Zentral- 
nervensystem zugehérigem Organ habe ich auf Veranlassung von 
Herrn Professor Embden versucht, aus dem Gehirn Adenosin- 
phosphorsiiure zu gewinnen. In der Tat gelang die Isolierung 
dieser Substanz aus Pferdegehirn. 


Methodisches. 


Natiirlich war ich bemiht, angesichts der Schnelligkeit, mit der in 
lebensfrischen Organen die Ammoniakbildung sich vollziehen kann, die zu 
meinen Versuchen ausschlieBlich benutzten Pferdehirne so rasch wie moéglich 
zu gewinnen. Trotzdem verging stets mebr als eine Stunde, bis das Gehirn 
nach Zerkleinerung mit einer eisgekiihlten Fleischhackmaschine in die zur 
Zerstérung der desaminierenden Fermente und Vorbereitung der Schenck- 
fillung benutzte ecisgekiihlte Salzsiiure eingetragen werden konnte. Die 
Menge der zur Schenckfallung benutzten Salzsiure von 4°/, und ebenso 
diejenige der 5°/, igen Quecksilberchloridlésung entsprach der in den friiheren 
Muskelversuchen angewandten. 

Fiir jede Aufarbeitung verwandte ich das Schenckfiltrat von etwa 
15 Gehirnen, entsprechend ungefiihr 7—8 kg, und auch bei der weiteren 
Verarbeitung richtete ich mich genau nach den Angaben von Embden 
und Margarete Lehnartz.*?) Bei der schlieblich vorgenommenen Aceton- 
fiillung fiel die anscheinend zuniichst stark verunreinigte Substanz zuerst 
blig aus. In méglichst wenig heiBem Wasser gelést und vorsichtig mit 
Aceton bis zu bleibender Triibung versetzt krystallisierte sie aber nach 
mehrstiindigem Stehen im Kisschrank. 

Von dieser noch nicht ganz reinen Substanz konnten aus 
jedem Ansatz etwa 0,1—0,2 g gewonnen werden. Die aus mehreren 
Ansatzen gewonnenen krystallisierten Substanzen wurden vereinigt 
und dreimal aus méglichst wenig heiBem Wasser umkrystallisiert. 
So erhielt ich ein Praparat, welches einen scharfen Zersetzungs- 
punkt bei 196° zeigte und durch eine Phosphor- und Stickstoff- 
bestimmung mit Adenosinphosphorsiure identifiziert werden konnte. 
Unentschieden bleibt zuniichst die Frage, ob die aus dem Zentral- 
nervensystem isolierte Substanz mit Muskeladenylsiure oder mit 
der durch Hydrolyse aus Hefenucleinsiure gewinnbaren identisch 
ist®), doch sprechen ihre leichte Léslichkeit in heiBem Wasser, 


1) Diese Zs. Bd. 179, S, 243 (1928). 

*) Diese Zs. Bd. 167, S. 114 (1927). 

*) Meine Untersuchung wurde zu einer Zeit vorgenommen, zu der die 
Verschiedenheit der Muskeladenylsiiure von der aus Hefenucleinsiure dar- 
stellbaren noch unbekannt war. 
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die schnelle Krystallisation beim Abkiihlen sowie die Tatsache, 
daB die Substanz beim Trocknen im Vakuum schon bei der 
Temperatur des siedenden Athylalkohols ihr Krystallwasser leicht 
abgab, dafiir, daB es sich um erstere Substanz handelte. 


Analytische Belege. 


Zur Schmelzpunktsbestimmung diente die dreimal aus heiBem Wasser 
umkrystallisierte Substanz nach der Trocknung im Vakuumexsikkator iiber 
konz. Schwefelsiure bei gewOhnlicher Temperatur. 

Zur Analyse wurde die Substanz bei der Temperatur des siedenden 
Athylalkohols im Vakuum iiber Phosphorpentoxyd getrocknet. 0,0229 g Sub- 
stanz wurden im MeBkolben mit Wasser gelést und auf 25 cem aufgefiillt. 


N-Bestimmung. 
1 cem dieser Lésung, entsprechend 0,916 mg Substanz ergab nach dem 
Mikrokjeldahlverfahren in gut iibereinstimmenden Mehrfachbestimmungen 
einen Stickstofigehalt von 0,1785 mg. 


P-Bestimmung. 


Je 10 cem der gleichen Lésung, entsprechend 9,16 mg Substanz, wurden 
mit konz. Schwefelsiture und Perhydrol verascht, in der Aschefliissigkeit 
die Phosphorsiure als Strychninphosphomolybdat gefillt und gravimetrisch 
bestimmt. Phosphorgehalt: 0,804 mg. 

Fiir C,)H,,N,0,P Gef. N 19,49°/, P 676%, 
Ber. ,, 20,16 »» 8,94 
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2. Dasselbe, aber aut 125° erhitzt und abvekihilt 





o Atiopyroporphyrin in konz, Schwefelsiure 








1. Dasselbe, aber aut 125° erhitzt und abygekuhlt 








», Optoporphin in konz. sSchwetelsiure 








5). Dasselbe, aber auf 125° erhitzt und abgekihtlt 





7. ,,Benzidin-Porphin'® in konz, Schwefelsdure 





S. Das elhe, aber auf 125 erhitzt und abyekiillt 








% Der Hiimaterinsiiure nahestehendes Atiopor- 
phyrin in Ather 











10. Dasselbe in konz. Schwefelsdiure 








11. Atiomesoporphyrin in Ather 








I2. Atiopyroporphyrin in Ather 
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Hoppe-Seyler’s Zeitschrift fiir plhysiologische Chemie. Bd. CLANXYV. Tafel I. 


Zi ..O. Schumm, Uber die Gewinnung von Hiiminderivaten dureh Brenzreaktionen™. 








big. 


\tioporphyrin aus Hiamin. 


| bereinstimeaend mit \tiomesoporphyrin.) 


Aus Chlorotorm-Methvialkohol krystallisiert 





\tiopyroporphyrin aus Chloroform-Methyalkohol 


krystallisiert, 





Fig. 2. 
Optoporphin aus Chloroform-Methylalkohol 


krystallisiert. 





Fig, 4. 
Optoporphin aus Pyratinchlorid. 


Aus Chloroform-Methylalkohol krystallisiert. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift fiir physiologische Chemie. Bd. CLXAXXYV. Tafel II. 


Zu QO. Sehumm, Uber die Gewinnung von Hiiminderivaten durch Brenzreaktionen®. 








Fig. «. ig. 5. 





Hoppe-Sevler's Zeitschrift fiir physiologische Chemie. Band LCOXNXV.. ‘Tafel ITT. 


Zu ..Uh.v. Brand und Fr. Holtz, Beitrag zum Verlauf und zur Prognose der 
durch Uberdosierung von Vitamin-D-Lésungen erzeugten Krankheit.“ 





